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1 Zusammenfassung 
Das Vomeronasalorgan (VNO) dient primär der Pheromondetektion. Es besteht im 
Wesentlichen aus einem nicht-sensorischen Epithel (NSE) mit bisher unbekannter 
Funktion und dem sensorischen Epithel (SE). Pheromone, die darüber aufgenommen 
werden können, dienen der intraspezifischen Kommunikation und spielen besonders bei 
Sexual-, Brutpflege- und Territorialverhalten eine Rolle. Sie bilden eine heterogene 
Gruppe von Molekülen: unter anderem können Alkohole, Proteine, Peptide und Steroide 
genutzt werden. Die Antwortmechanismen können innerhalb von Stunden oder Tagen, 
aber auch sehr schnell, innerhalb von Sekunden oder Minuten erfolgen. Die grundlegenden 
Mechanismen dieser schnellen Antwort auf Steroidhormone sind kaum verstanden.  
Auch Vitamin D-Derivate zählen zu den (Seco-)Steroiden. Das zentrale Thema dieser 
Arbeit ist die Frage, ob Vitamin D-Derivate ähnliche Funktionen haben wie andere 
Steroide und über das VNO aufgenommen werden können. Über immunhistochemische 
Markierungen an Semidünnschnitten, in-situ Hybridisierung und RT-PCR wurde 
untersucht, ob der Vitamin D-Rezeptor (VDR) und das Vitamin D-bindende Protein (DBP) 
im VNO vorkommen. Eine verhaltensbiologische Pilotstudie sollte Aufschluss darüber 
geben, ob Vitamin D-Derivate nasal wahrgenommen werden.  
Die immunhistochemischen Untersuchungen an VNOs von 8 Ratten und 3 Mäusen des 
Wildtyps ergaben, dass VDR und DBP in den primären Sinneszellen des SEs und 
einzelnen Zellen des NSEs vorkommen. Die sensorischen Neurone des SEs zeigen 
Markierungen für VDR im Zytosol, einigen Zellkernen und den dendritischen 
Vorwölbungen auf der apikalen Seite. Das DBP erscheint vermehrt in den Dendriten der 
gleichen Neurone, ebenfalls in wenigen Zellkernen und kolokalisiert mit VDR in den 
dendritischen Vorwölbungen. Die vomeronasalen Drüsen sind DBP-positiv, zeigen aber 
keine Markierung für VDR. DBP wird vermutlich aus den vomeronasalen Drüsen 
sezerniert, um Vitamin D-Derivate aus dem Lumen zu binden und zu den sensorischen 
Zellen zu transportieren. In einzelnen Zellen des NSEs konnte zytosolisch ebenfalls eine 
Kolokalisation beider Moleküle nachgewiesen werden. Diese Zellen zeigen zusätzlich für 
VDR eine starke immunhistochemische Markierung der Zilien und darunter liegenden 
Axone.  
Weitere immunhistochemische Markierungen des VNOs mit einem Antikörper gegen das 
olfaktorische Markerprotein (OMP) (ein in sensorischen Sinneszellen des olfaktorischen 
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Systems vorkommendes Protein) zeigten zum einen, dass alle sensorischen Neurone und 
der Vomeronasalnerv OMP-positiv erscheinen. Zum anderen konnte ebenfalls eine 
Markierung des Zytosols und der Zilien einzelner Zellen des NSEs beobachtet werden.  
Die reverse Transkriptase-Polymerase-Kettenreaktion (RT-PCR) bestätigte eine 
intrinsische Expression von DBP und VDR im VNO der Ratte. Das VNO ist demzufolge 
wahrscheinlich ein Zielorgan für Vitamin D-Derivate, wobei nicht nur das SE, sondern 
auch das NSE für die Detektion eine Rolle zu spielen scheint. Damit ist das NSE sehr 
wahrscheinlich nicht, wie bisher angenommen, funktionslos bei der Detektion von 
Molekülen.  
In den ethologischen Untersuchungen wurden 10 Hunden und 9 Wölfen verschiedene 
Konzentrationen des Vitamin D-Derivats Provitamin D in Ethanol gelöst auf einem 
Holzblock gegeben. Dieser wurde zusammen mit einem Kontroll-Holzblock (Ethanol ohne 
Provitamin D) olfaktorisch angeboten. Die Riechzeiten an den Provitamin D-Proben 
wurden mit denen an den Kontrollen verglichen. Diese ersten verhaltensbiologischen Tests 
zeigen die Tendenz, dass Hunde und Wölfe Provitamin D nasal wahrnehmen können. Die 
weiblichen Tiere nahmen eher die hohen Konzentrationen wahr. Die Männchen beider 
Arten zeigten im Vergleich zur Kontrolle auch an den niedrigsten Konzentrationen längere 
Riechzeiten als die Weibchen. Besonders die Männchen beider Arten hatten in etwa 70 % 
der Fälle den ersten Kontakt zur Provitamin D-Probe und nicht zur Kontrolle. Vermutlich 
nehmen die Männchen selbst geringste Konzentrationen bereits vor direktem Kontakt 
wahr, was dafür spricht, dass trotz der geringen Volatilität Spuren des Moleküls für Rüden 
und Wolfsmännchen über die Luft wahrnehmbar sind. Über weitere verhaltensbiologische 
Tests soll zukünftig evaluiert werden, welche Vitamin D-Derivate wahrnehmbar sind und 
ob sie Funktionen in der chemischen Kommunikation, wofür besonders das VNO eine 
Rolle spielt, übernehmen. Die morphologischen und molekularbiologischen Ergebnisse 
belegen bereits die Grundvoraussetzung für eine Aufnahme von Vitamin D im VNO, da 
sowohl VDR als auch DBP vorkommen.  
In der Veterinärmedizin könnte Vitamin D zukünftig so eine Rolle in der bereits etablierten 
Pheromontherapie von Haustieren spielen. Auch beim Menschen wird mittlerweile die 
Existenz eines vomeronasalen Epithels angenommen, sodass sich eine mögliche nasale 
Applikation von Vitamin D-Derivaten als Grundlage neuer Therapieformen in der 
Humanmedizin entwickeln könnte. 
3 
 
2 Einleitung 
2.1 Das Vomeronasalorgan 
Das 1813 von Ludwig Jacobson beschriebene Jacobson´sche Organ oder 
Vomeronasalorgan (VNO) (Jacobson et al. 1998) befindet sich bei den meisten 
Wirbeltierarten im Bereich des unteren Nasenseptums. Es dient besonders der 
Chemorezeption der für das Sozialverhalten wichtigen Pheromone (Dulac und Torello 
2003).  
2.1.1 Morphologie des Vomeronasalorgans 
Das VNO entspringt bei Säugetieren am Os incisivum, welches bei den meisten Altwelt-
Primaten wie dem Menschen adult nicht mehr als separater Knochen im Palatum durum 
ausgeprägt ist. Der Ductus nasopalatinus, eine Weichteil-Struktur im Canalis incisivus, 
verbindet bei den meisten Tieren die Mundhöhle mit dem VNO (Wohrmann-Repenning 
1984). Am Nasenseptum wird ein blind endender Gang, der Ductus vomeronasalis nach 
kaudal abgegeben. Ausnahmen bilden hier z. B. das Pferd, bei dem es keine Verbindung 
V 
VG 
SE 
NSE 
VD 
VNN 
Abb. 1: Frontalschnitt durch das Vomeronasalorgan 
der Maus (M: medial, L: lateral). SE = sensorisches 
Eptithel, NSE = nicht-sensorisches Epithel, VG = 
vomeronasaler Gang, VD = vomeronasale Drüsen, 
VNN = Vomeronasalnerv; Maßstab: 100 μm 
(Rodewald et al. 2017, in Druck) 
M L 
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zur Mundhöhle gibt (Böhme 2004). Das Flehmen (Hochziehen der Oberlippe) mit 
gleichzeitigem Einatmen wird als verhaltensbiologische Antwort auf Moleküle, die zur 
chemischen Kommunikation dienen (Pheromone), gedeutet (Sankar und Archunan 2004). 
Bei Säugetierarten, deren Verbindung zur Mundhöhle verschlossen ist, wird dieses (wenn 
es noch in dieser Form auftritt) als genetisch vorprogrammiertes Verhalten und damit als 
evolutionäres Relikt interpretiert (Ahne 2000). Es kann auch im Zustand allgemeiner 
Erregung gezeigt werden.  
 
 
Die mediale Seite des vomeronasalen Gangs ist mit sensorischem Epithel (SE) 
ausgekleidet, während sich auf der lateralen Seite das nicht-sensorische Epithel (NSE) 
befindet (Doving und Trotier 1998) (Abb. 1). Das SE enthält sensorische Neurone, 
Stützzellen, Basalzellen und ist zudem stark kapillarisiert (Kratzing 1971, Vaccarezza et al. 
1981) (Abb. 2A, 2B). Die Axone der sensorischen Neurone projizieren gebündelt als 
Vomeronasalnerv zum akzessorischen olfaktorischen Bulbus – von hier werden die 
Informationen weiter zum limbischen System, zu Anteilen der Amygdala (wie das mediale 
und posteromediale cortikale Kerngebiet) und dem Hypothalamus (u. a. den Bereichen für 
Fortpflanzungs- und Aggressionsverhalten) weitergeleitet (Barber und Raisman 1974, 
Dulac und Wagner 2006). Apikal erscheinen die Neurone als erweiterte Vorwölbung, an 
S 
N 
C 
S 
C 
N 
N 
S 
B 
N 
M 
DP 
B A 
Abb 2.: Sensorisches Epithel der Ratte. A: Semidünnschnitt. Maßstab: 10 µm. B: Übersichtszeichnung 
der Zellen im sensorischem Epithel. Maßstab: 5 µm. S = Stützzelle, N = sensorisches Neuron, DP = 
apikale Vorwölbung der sensorischen Neurone, M = Mikrovilli, C = Kapillare, B = Basalzelle. 
(Rodewald, unveröffentlicht)   
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die sich Mikrovilli, die in das Lumen hineinragen, anschließen (Abb. 2B) (Hofer et al. 
2000). Das dem SE gegenüberliegende NSE (Abb. 3A) besteht aus Basalzellen und bei 
adulten Ratten aus einem sogenannten „helleren Zelltyp“, der Mikrovilli und Zilien trägt, 
und einem „dunkleren Zelltyp“, der ausschließlich Zilien trägt (Eltony und Elgayar 2011, 
Elgayar et al. 2014).  
In der Lamina propria, lateral des NSEs, liegen seröse oder seromuköse Drüsen (Abb. 3B), 
reich an sekretorischen Vesikeln, die zwischen dem NSE und SE in den vomeronasalen 
Gang münden (Mendoza 1986, Roslinski et al. 2000). Ebenfalls lateral des NSEs liegen ein 
bis zwei größere Venen (Abb. 1), die einen Pumpmechanismus auslösen können. Dieser 
beeinflusst den Durchmesser des vomeronasalen Gangs und initiiert einen Austausch 
zwischen Molekülen der Nasen- bzw. Mundhöhle und dem VNO (Meredith und O'Connell 
1979, Keverne 1999). 
2.1.2 Molekularer Aufbau  
Im SE wurden zwei charakteristische Rezeptorenfamilien für die Pheromondetektion in der 
Membran der Neurone nachgewiesen. Die Rezeptoren bestehen aus sieben 
Transmembrandomänen und sind an G-Proteine gekoppelt. Die Familie des 
Vomeronasalrezeptors Typ 1 (V1R) befindet sich im apikalen Bereich des SEs. Über sie 
können Metabolite einiger Steroide und olfaktorische Signale des Urins wahrgenommen 
werden (Liberles 2014). Die Funktion dieser Rezeptoren ist an die α-Untereinheit Gαi2 
gekoppelt. Die Familie des Vomeronasalrezeptors Typ 2 (V2R) befindet sich in den basal 
gelegenen Neuronen des SEs und nutzt die G-Protein α-Untereinheit Gαo.  
Abb. 3: A: Semidünnschnitt des nicht-sensorischen Epithels der Ratte. VG = vomeronasaler Gang, hT = heller 
Zelltyp, dT = dunkler Zelltyp. Maßstab: 10 µm B: Semidünnschnitt der vomeronasalen Drüsen (VD). Maßstab: 
10 µm. (Rodewald et al. 2017b) 
hT 
dT 
VG 
VD 
A B 
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Diese Rezeptoren sind an der Detektion spezieller Proteine und Peptide mit 
Pheromonfunktion wie beispielsweise die Major urinary proteins bei Mäusen (Francia et 
al. 2014) oder Aphrodisin, ein Protein, welches in den Bartholin-Drüsen von Hamstern 
nachgewiesen wurde, beteiligt (Singer et al. 1986). Außerdem wurde ein dritter 
Rezeptortyp im VNO entdeckt (Riviere et al. 2009): Der Formylpeptidrezeptor spielt 
eigentlich im Immunsystem eine Rolle, wurde aber auch in apikalen und basalen Bereichen 
der Neurone des SEs nachgewiesen, die weder V1R noch V2R exprimieren. Ob der 
Formylpeptidrezeptor an der Pheromonwahrnehmung beteiligt ist, ist noch unklar (Liberles 
2014). 
2.2 Das olfaktorische Markerprotein 
Das 19 kDa schwere olfaktorische Markerprotein (OMP) wird in den sensorischen 
Neuronen des Geruchssystems exprimiert (Margolis 1982, Wensley et al. 1995) und wird 
daher für selbige als molekularer Marker genutzt. So sind die sensorischen Neurone des 
olfaktorischen Epithels, des VNOs und weiterer olfaktorischer Organe wie des Grüneberg-
Ganglions und des Septalorgans bei den bisher untersuchten Arten OMP-positiv (Weiler 
und Benali 2005, Smith et al. 2011, Barrios et al. 2014b, Barrios et al. 2014a). Lange war 
unbekannt, welche Funktion das OMP hat. Es gibt Hinweise, dass das OMP die Aufnahme 
von olfaktorischen Stimuli beeinflusst – die Riechsensitivität von Mäusen, deren OMP-
Gen ausgeschaltet wurde, ist deutlich reduziert (Buiakova et al. 1996, Youngentob und 
Margolis 1999). In welchem Zusammenhang diese Beobachtungen mit der 
Pheromondetektion stehen und welche molekularen Mechanismen hinter der OMP-
abhängigen Olfaktion stehen, ist noch nicht geklärt. 
OMP konnte bei Mäusen zudem in weiteren Geweben unabhängig vom olfaktorischen 
System gefunden werden (Kang et al. 2015). Die Expression von OMP wurde 
beispielsweise im Herz- und Skelettmuskel, in der Leber und den Hoden nachgewiesen. 
Selbst eine Kolokalisation von OMP mit olfaktorischen Rezeptoren (olfr544, olfr558 und 
olfr1386) konnte in der Harnblase und der Schilddrüse gezeigt werden (Kang et al. 2015). 
Die Funktionen von OMP-gesteuerten Rezeptoren, die klassischerweise im olfaktorischen 
System vorkommen, sind bislang nicht völlig geklärt.  
Die Expression von OMP beginnt bei Mäusen bereits pränatal am 14. Entwicklungstag. 
Während dieser Zeit entwickeln sich beispielsweise auch die sensorischen Synapsen im 
olfaktorischen Bulbus (Graziadei et al. 1980). Wildtyp- und omp
-/-
 Knockout-Mäuse 
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verschiedenen Alters (P7 – P16) hatten in Verhaltenstests die Wahl zwischen einem 
unverwandten laktierenden Mäuseweibchen und dem eigenen Muttertier: 78 % der 
Wildtypen mit intakter OMP-Expression präferierten das Muttertier, wohingegen nur 55 % 
der omp
-/-
 Knockout Jungtiere diese Präferenz zeigten (Lee et al. 2011). Diese 
exemplarisch aufgeführten Studien legen einen Zusammenhang zwischen der OMP-
Expression und der Reifung der olfaktorischen Sinneszellen und damit auch der 
Entwicklung der Riechfähigkeit und der Mutterpräferenz während der ersten postnatalen 
Entwicklungstage nahe (Lee et al. 2011). Die OMP-Verteilung soll in dieser Arbeit speziell 
im VNO genauer untersucht werden. 
2.3 Pheromone 
Der Begriff Pheromon beschreibt chemische Substanzen, die durch ein Individuum 
freigesetzt werden und das Verhalten eines weiteren Individuums derselben Art 
beeinflussen (Karlson und Luscher 1959). Sie wirken beispielsweise auf das 
Fortpflanzungs-, Territorial- und Brutpflegeverhalten bei Wirbeltieren. In dieser Arbeit 
wird der Begriff Pheromon nicht nur auf Substanzen, die primär die Funktion der 
chemischen Kommunikation haben, beschränkt. Es können auch Substanzen, die weitere 
Funktionen unabhängig vom VNO haben, in die Kategorie Pheromon eingeordnet werden. 
Eine zentrale Frage dieser Arbeit beschäftigt sich damit, ob Vitamin D über das VNO 
aufgenommen werden kann. Da dieses Organ primär Pheromone detektiert, soll im 
Folgenden auf die Bedeutung und Wirkung der Pheromone eingegangen werden. 
2.3.1 Pheromone im olfaktorischen System 
Die Stoffgruppe der Pheromone ist sehr heterogen. Das erstmals beim Seidenspinner 
Bombyx mori beschriebene Pheromon Bombykol (Butenandt et al. 1961) gehört z. B. zu 
den Alkoholen. Bei Wirbeltieren sind es meist Peptide und Proteine (wie die Major urinary 
proteins oder Histocompatibility Complex der Klasse 1), Sulfide (wie Methylthio-
Methanethiol im Mäuseurin oder Dimethyldisulfid im Vaginalsekret von Hamstern) oder 
Steroide, die als Pheromon wirken können (Brennan und Zufall 2006, Swaney und 
Keverne 2009, Ferrero und Liberles 2010). Nach der Ausscheidung über Urin, Schweiß, 
Speichel, Faeces oder Drüsensekrete können sie anschließend durch verschiedene Bereiche 
des olfaktorischen Systems wahrgenommen werden. Das VNO ist der wichtigste Detektor 
für Pheromone, aber auch das olfaktorische Epithel selbst ist besonders für volatile 
Pheromone sensibel (Liberles 2014). Das Grüneberg-Ganglion bei Mäusen nimmt 
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vorwiegend Alarmpheromone war (Brechbuhl et al. 2008) und das Septalorgan im 
medialen Teil des Nasenseptums einiger Säugetiere ist vermutlich wie das VNO an der 
Wahrnehmung nicht oder gering volatiler Stoffe beteiligt (Ma et al. 2003).  
Pheromone lassen sich in zwei Hauptgruppen unterteilen. Die sogenannten Primer-
Pheromone lösen Antworten erst nach Stunden oder Tagen aus und verursachen 
nachhaltigere Effekte, die den Metabolismus beeinflussen (Tirindelli et al. 2009). Sie 
umfassen beispielsweise Pheromone, die den Bruce-Effekt auslösen (Bruce 1959): Der 
„Geruch“ eines unbekannten männlichen Individuums führt zu einem Abbruch früher 
Trächtigkeiten bei Mäusen. Nach neueren Forschungsergebnissen ist dieser Effekt sogar 
bei manchen Primaten wie Dscheladas (Roberts et al. 2012) beobachtbar. Der Lee-Boot-
Effekt zeigt, dass innerhalb einer Gruppe von Mäuseweibchen, die längere Zeit ohne 
Männchen gehalten werden, der Östrus durch östrogenabhängige Pheromone, die über den 
Urin ausgeschieden werden, supprimiert wird (Van der Lee und Boot 1955). Die Weibchen 
nehmen diese Konzentration über das VNO wahr, was die eigene Produktion des 
luteinisierenden Hormons senkt. Das wiederum steigert den Prolaktinlevel, was zur 
Unterdrückung der Ovulation führt. Nach einer Kastration können Weibchen diesen Effekt 
nicht mehr bei Artgenossen auslösen (Clee et al. 1975). Zudem konnte gezeigt werden, 
dass die Geschlechtsreife von jungen weiblichen Mäusen in Gruppen, in denen ebenfalls 
keine Männchen leben, verzögert eintritt (Vandenbergh-Effekt) (Vandenbergh 1967). In 
umgekehrter Weise beginnt die Pubertät bei der Anwesenheit männlicher Tiere oder ihres 
Urins sehr früh. Nach Entfernung des VNOs bei jungen weiblichen Mäusen tritt der 
Vandenbergh-Effekt nicht mehr auf (Lomas und Keverne 1982). Im Gegensatz zu den 
Primer-Pheromonen lösen Releaser-Pheromone schnelle Verhaltensantworten (z. B. beim 
Fortpflanzungs- oder Markierungsverhalten) aus, die auch nur einen kurzzeitigen Effekt 
haben. Sie spielen außerdem als Alarmpheromone eine Rolle bei der Wahrnehmung von 
Gefahren wie Prädatoren.  
2.3.2 Steroide als Pheromone 
Steroide wie Testosteron-, Progesteron- und Östrogenderivate sind bereits seit einiger Zeit 
als potente Pheromone bekannt. So induzieren Progesteronderivate, die im Urin 
männlicher Weißkehl-Buntbarsche identifiziert wurden, die Eireifung und -ablage bei 
geschlechtsreifen Weibchen (Keller-Costa et al. 2014). Das über den Speichel von Ebern 
abgegebene Androstenon als Testosteronderivat löst die beim Paarungsverhalten 
typischerweise auftretende Lordose bei Säuen aus (Dorries et al. 1995).  
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Auch beim Menschen sind Androgen- und Östrogenderivate als Pheromone beschrieben. 
Mehrere volatile Androgenderivate wie Androstenone, Androstadienone und Androstenole 
konnten in Schweißproben aus der Achselregion und anderen Körperflüssigkeiten von 
Männern nachgewiesen werden. Diese bilden bei bakterieller Umsetzung und je nach 
Zusammensetzung besonders beim Schweiß einen charakteristischen Geruch (Pause 2004). 
Ob die Sensitivität des olfaktorischen Systems der Frau auf diese Steroide zyklusabhängig 
ist, ist nicht eindeutig geklärt (Pause 2004). Frauen geben über den Urin hingegen 
Östrogenderivate ab (Savic et al. 2005). Spuren davon könnten ebenfalls als Pheromon 
wirken. Besonders beim Menschen spielt der direkte nasale Kontakt zu den Pheromonen 
eine untergeordnete Rolle, daher werden vermutlich vorwiegend volatile 
Sexualsteroidderivate genutzt. 
Die Pheromonfunktion dieser Steroide wurde durch MRT-Studien von Savic und Kollegen 
weiter spezifiziert und Gehirnarealen zugeordnet. Die für das Sexualverhalten wichtigen 
Anteile des Hypothalamus (wie z. T. die Area preoptica) von heterosexuellen Frauen und 
homosexuellen Männern sprechen deutlich auf Androstadienon an (Savic et al. 2005). 
Heterosexuelle Männer und homosexuelle Frauen reagieren dagegen deutlich auf 
Estratetraenol als Östrogenderivat (Berglund et al. 2006).  
Die Existenz von Steroidrezeptoren zusätzlich zu V1R im VNO weisen auf die 
umfangreichen Funktionen von Steroiden im VNO hin (Cherian et al. 2014).  
2.3.3 Generelle Wirkungsmechanismen auf molekularer Ebene 
Lipophile Substanzen, die über das VNO aufgenommen werden, gelangen meist gebunden 
an spezielle Bindeproteine zum SE, wohingegen hydrophile Moleküle die Bindeproteine 
nicht benötigen (Liberles 2014). Generell können Liganden entweder an 
membranassoziierte Rezeptoren binden oder sie diffundieren durch die Membran, um an 
zytosolische Rezeptoren zu binden. Membranassoziierte Rezeptoren sind vorwiegend an 
(beispielsweise durch Releaser-Pheromone ausgelösten) schnellen Verhaltensantworten 
beteiligt. Nach der Ligandenbindung kann durch solche Rezeptoren eine Signalkaskade, z. 
B. über second messenger, in Gang gesetzt werden, die innerhalb von Sekunden bzw. 
Minuten die Verhaltensantwort auslöst (Bigiani et al. 2005).  
Besonders lipophile Moleküle wie Steroide sind in der Lage, ohne weitere 
Transportmechanismen durch Membranen zu diffundieren. Steroide werden anschließend 
von zytosolisch vorkommenden klassischen nukleären Rezeptoren gebunden (Ordonez-
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Moran und Munoz 2009). Der Rezeptor gelangt mit seinem gebundenen Liganden in den 
Nukleus und dimerisiert häufig mit einem weiteren Rezeptor. Das Dimer bindet an die 
DNA und löst eine Transkription aus (Ordonez-Moran und Munoz 2009). Über diesen 
Weg finden langsame Reizantworten auf Stimuli, die das VNO erreichen, statt – meist 
treten diese erst nach Stunden oder Tagen auf, wie nach der Detektion von Primer-
Pheromonen. So kann ein und derselbe Ligand eine schnelle über second messenger oder 
eine langsamere auf Transkriptionsebene stattfindende Reaktion auslösen, je nachdem ob 
er an membranassoziierte oder zytosolische Rezeptoren bindet (Simoncini und Genazzani 
2003, Bjornstrom und Sjoberg 2005, Foradori et al. 2008). Die genauen Mechanismen im 
VNO selbst sind allerdings bisher kaum verstanden. Diese Arbeit soll dazu beitragen, ein 
Schema der schnellen molekularen Antwort auf Steroide im VNO zu entwickeln.  
2.4 Steroidbindungsglobuline im Vomeronasalorgan 
Es konnten bereits einige Bindungsglobuline für Steroide im olfaktorischen System 
inklusive des VNOs nachgewiesen werden. So wird Transcortin (CBG) sowohl im 
olfaktorischen Epithel als auch im SE und in einzelnen Zellen des NSEs des VNOs der 
Ratte exprimiert (Dolz et al. 2013). CBG transportiert Glucocorticoide und Progesteron im 
Blut und hat eine sehr hohe Affinität zu Cortisol. Das CBG bindet vermutlich auch vom 
VNO aufgenommene Corticosteroide. Cortisol z. B. wirkt als Stresshormon und 
Alarmpheromon und könnte nach diesen Ergebnissen auch über das VNO wahrgenommen 
werden. Alarmpheromone haben eine große Bedeutung bei der Räuber-Beute-Beziehung 
und der Warnung von Artgenossen. Wüstenrennmäuse meiden beispielsweise Areale, die 
durch Alarmpheromone kontaminiert sind, wohingegen Katzen diese Gerüche zu 
präferieren scheinen (Cocke und Thiessen 1986). Auch Menschen nehmen Stresshormone 
über das olfaktorische System war (Mujica-Parodi et al. 2009). Welche Derivate der 
Corticosteroide genau dabei eine Rolle spielen, ist nicht sicher geklärt (Caldwell und 
Jirikowski 2013) – potentiell könnte aber auch Cortisol beteiligt sein. Da der 
Glucocorticoid-Rezeptor im VNO nicht nachweisbar ist, werden Corticosteroide primär 
ihre Funktionen über das CBG vermitteln und so schnelle, wahrscheinlich 
membranspezifische Antworten (eventuell über einen anderen membranassoziierten 
Rezeptor) auslösen (Caldwell und Jirikowski 2013).  
Ein ähnliches morphologisches Verteilungsmuster im VNO und im restlichen 
olfaktorischen System wurde für das sexualhormonbindende Globulin (SHBG) gefunden. 
SHBG bindet sowohl Androgen- als auch Östrogenderivate und ist primär für den 
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Transport dieser über das Blut verantwortlich. SHBG tritt ebenfalls in den vomeronasalen 
Drüsen, im SE und in einzelnen Zellen des NSEs im VNO der Ratte auf und wird von 
diesen Zellen selbst exprimiert (Ploss et al. 2014a, Ploss et al. 2014b). 
Geschlechtsspezifische Unterschiede wurden nicht festgestellt. Es ist anzunehmen, dass 
das SHBG Sexualsteroidderivate im olfaktorischen System, die vermutlich auch 
Pheromonfunktionen haben und aerosolisch oder über direkten Kontakt in den 
vomeronasalen Gang gelangen, bindet. Der genaue molekulare Mechanismus ist bisher 
nicht geklärt. 
2.5 Neurosteroide 
Neurosteroide sind Steroidhormone, die genomische Antworten auslösen oder innerhalb 
von Sekunden oder wenigen Minuten das Zentralnervensystem beeinflussen können. Diese 
können auch im Gehirn und peripheren Nervensystem selbst produziert werden (Wojtal et 
al. 2006), wie am zuerst durch Baulieu beschriebenen Neurosteroid 
Dehydroepiandrosteron-Sulfat gezeigt wurde (Robel und Baulieu 1995, Baulieu und Robel 
1996). Das in der Leber synthetisierte Cholesterol dient vorwiegend als Ausgangsstoff für 
die Synthese dieser Steroide und wird über das Lipoprotein LDL zu den Zielorganen wie 
Steroidsyntheseorten transportiert. Neuronal aktive Steroide können in den peripheren 
endokrinen Drüsen produziert und anschließend z. B. zum Gehirn transportiert werden. 
Diese bezeichnet man speziell als neuroaktive Steroide (Do Rego et al. 2012). 
Neurosteroide im engeren Sinn werden im Gehirn selbst aus Cholesterol oder 
Steroidvorstufen produziert (Do Rego et al. 2012). Damit gehören Neurosteroide und ihre 
Vorstufen wie die klassischen Steroide zu den lipophilen Substanzen, die frei durch 
Membranen und auch die Blut-Hirn-Schranke diffundieren können (Baulieu und Robel 
1990). Testosteron, Deoxycorticosteron und Progesteron und ihre Derivate, wie 
beispielsweise auch das Estradiol, welches durch die Aromatase aus Testosteron 
umgewandelt wird, zählen zu den bekannten Vertretern der Neurosteroide (Reddy 2010). 
So wurden Progesteron und Progesteronrezeptoren beispielsweise in Gliazellen des 
peripheren und zentralen Nervensystems gefunden (Baulieu et al. 2001).  
Die Neurosteroide wirken entweder über die klassischen Steroidrezeptoren (Rupprecht et 
al. 1996), wie beispielsweise Progesteron die Bildung von Myelinproteinen über den 
Progesteronrezeptor beeinflusst (Baulieu und Robel 1990), oder auf membranständige 
Neurotransmitter-Rezeptoren. Zu diesen gehören u. a. N-Methyl-D-Aspartat(NMDA)- und 
γ-Aminobuttersäure GABAA-Rezeptoren. GABAA ist ein inhibitorischer Chloridkanal, der 
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sich nach Bindung von Progesteronderivaten öffnet, die Zelle hyperpolarisiert und damit 
hemmt (Plassart-Schiess und Baulieu 2001). Pregnenolon und Dehydroepiandrosteron als 
weitere Neurosteroide verstärken die Wirkung des NMDA-Rezeptors und verursachen so 
einen erhöhten intrazellulären Calziumspiegel – ein Effekt, der das Wachstum von Axonen 
fördert (Wojtal et al. 2006). Dehydroepiandrosteron-Sulfat hingegen schützt Nervenzellen 
vor einer NMDA- oder colchizininduzierten Toxizität und den Hippocampus vor 
glutamatinduzierter Toxizität. Progesteron stimuliert bei Ratten nach einer Verletzung des 
Rückenmarks das Wachstum von Nervengewebe (Labombarda et al. 2002). Neurosteroide 
können damit im Nervensystem auch neuroprotektive Funktionen übernehmen (Wojtal et 
al. 2006) und einige, wie Pregnenolon-Sulfat oder Dehydroepiandrosteron-Sulfat, sogar die 
Erinnerungsfähigkeit verbessern.  
Progesteron- und Deoxycorticosteronderivate wirken neben der neuroprotektiven Funktion 
über den GABAA Rezeptor angstmindernd, stressreduzierend und entspannend (Majewska 
1992). Pregnenolon-Sulfat oder Dehydroepiandrosteron-Sulfat dagegen angstfördernd 
(Reddy 2010). Die Konzentration von Neurosteroiden im Gehirn variiert nachweisbar in 
Abhängigkeit von Verhaltensänderungen, Stress, Fortpflanzungs- oder Territorialverhalten 
(Baulieu et al. 2001) und bietet eine Möglichkeit zur therapeutischen Anwendung bei der 
Behandlung von Angststörungen, Stress, Depressionen und Epilepsie (Reddy 2010).  
Auch Vitamin D ist als Neurosteroid bekannt. Der Vitamin D-Rezeptor (VDR) wurde u. a. 
im Hippocampus, Hypothalamus, Thalamus und präfrontalen Cortex gefunden (Eyles et al. 
2005, Bolde et al. 2017). Vitamin D wird vermutlich in Neuronen und Gliazellen 
synthetisiert, ist an Zelldifferenzierungsprozessen und der Gehirnentwicklung beteiligt und 
hat wie andere Neurosteroide neuroprotektive Funktionen (Kiraly et al. 2006, Kalueff und 
Tuohimaa 2007). In diesem Zusammenhang spielt beispielsweise der Mangel von Vitamin 
D bei saisonalen Verstimmungen, Depressionen und anderen psychischen Erkrankungen 
auch eine Rolle (Kiraly et al. 2006, Berk et al. 2007, Zhang und Naughton 2010). Eine 
Pilotstudie zeigte, dass die Supplementierung von Vitamin D die Cortisolkonzentration im 
Urin senkt – vermutlich reduziert Vitamin D auch die hormonelle Stressantwort (Al-
Dujaili et al. 2016). 
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2.6 Vitamin D 
Vitamin D zählt biochemisch zu den Secosteroiden, einer steroidverwandten Gruppe mit 
einem geöffneten B-Ring (Norman 2012). Die Gruppe des lipophilen Vitamin D umfasst 
mehrere Derivate, die u. a. eine wichtige Rolle bei der Steuerung des Calcium- und 
Phosphat-Haushaltes (Bouillon und Suda 2014), der Aktivierung von T-Zellen des 
Immunsystems, der Funktion des Nervensystems (Garcion et al. 2002), der Entwicklung 
des Gehirns (Pet und Brouwer-Brolsma 2016) und der Differenzierung von Epithelzellen 
der Haut spielen. Auf Grund seiner Funktionen, die über die Wirkung als Cofaktor bzw. 
Coenzym hinausgehen, wirkt Vitamin D entgegen der historischen Meinung nicht als 
Vitamin, sondern viel mehr als Hormon.  
2.6.1 Biosynthese und Derivate von Vitamin D 
Der Mensch nimmt nur etwa 10 - 20 % des Vitamin Ds in Form von Cholecalciferol über 
die Nahrung auf. Die größte Menge wird ausgehend von einer Cholesterinvorstufe im 
Körper selbst gebildet (Mithal et al. 2009). Eine zu geringe Phosphat- bzw. 
Calciumkonzentration im Körper und der Einfluss des Parathormons aus den 
Nebenschilddrüsen kann die Bildung zusätzlich anregen. 
Die körpereigene Synthese beginnt mit dem Provitamin 7-Dehydrocholesterol, welches in 
hohen Konzentrationen in den Blutgefäßen der untersten Epidermisschichten vorkommt. 
Über UV-B-Strahlung (abhängig von der Wellenlänge und mit dem Reaktionsmaximum 
bei 297 nm) wird der B-Ring zwischen C-9 und C-10 durch eine fotochemisch induzierte 
Reaktion gespalten. Dabei entsteht das chemisch instabile Prävitamin D3, welches durch 
Isomerisierung zu Cholecalciferol umgewandelt wird (Lehmann und Meurer 2010).  
 
Abb. 4: Umwandlung des Cholecalciferols in das biologisch aktive 1,25-Dihydroxycholecalciferol 
(Calcitriol) (aus Jones et al. 1998). 
14 
 
Cholecalciferol wird nach seiner Bildung in der Haut durch Transportproteine wie das 
Vitamin D-bindende Protein (DBP) über den Blutkreislauf zur Leber transportiert (Jones et 
al. 1998). Teilweise kann Vitamin D im Fettgewebe über mehrere Wochen gespeichert 
werden, teilweise wird es in den Mitochondrien der Hepatozyten weiter umgewandelt und 
dafür zunächst an C-25 hydroxyliert (Abb. 4). Es entsteht das noch biologisch inaktive 25-
Hydroxycholecalciferol. Am DBP wird dieses weiter zu den Nieren transportiert. Sobald 
die Calciumkonzentration im Blut sinkt, wird über eine weitere Hydroxylierung durch die 
1α-Hydroxylase 25-Hydroxycholecalciferol zu der hormonell aktiven Form 1α,25-
Dihydroxycholecalciferol (Calcitriol) umgewandelt (Jones et al. 1998). Calcitriol hemmt 
wiederum durch negative Rückkopplung die Funktion der 1α-Hydroxylase und aktiviert 
die 24-Hydroxylase, die das aktive Vitamin D wiederum inaktivieren kann (Armbrecht et 
al. 1998). Calcitriol ist die aktivste Form des Vitamin D und vermittelt die hormonellen 
Funktionen wie z. B. im Calciumhaushalt. 
2.6.2 Der Vitamin D-Rezeptor 
Der zur Superfamilie der nukleären Rezeptoren zugehörige VDR ist in verschiedensten 
Geweben vertreten, die für die vielfältigen Funktionen des Vitamin D eine Rolle spielen 
(Yamada et al. 2003b, Wang et al. 2012). Der VDR wird besonders in den distalen 
Nierentubuli, Osteoblasten, Bronchi und im Darmepithel exprimiert und in den meisten 
Geweben durch den systemischen Vitamin D-Spiegel hochreguliert (Wang et al. 2012). 
Der VDR bindet Calcitriol mit der höchsten Affinität, kann aber auch andere Vitamin D-
Derivate binden (Huhtakangas et al. 2004).  
2.6.2.1 Genomische Wirkungsmechanismen 
Vitamin D-Derivate diffundieren als lipophile Substanzen durch die Zellmembran und 
binden anschließend im Zytosol an den nukleären VDR (VDRn), um in den Zellkern zu 
wandern. Sie bilden im Zellkern entweder Homodimere oder zusammen mit dem Retinoid-
X-Rezeptor Heterodimere (Yang et al. 2012). Diese sind in der Lage, innerhalb einer 
spezifischen Promotorregion am VDRE (vitamin D-responsive element) zu binden, um 
eine Transkription auszulösen (Haussler et al. 1998, Yamada et al. 2003a). Über diesen 
klassischen genomischen Weg werden Entwicklungsprozesse, Zelldifferenzierungen oder –
proliferationen reguliert (Norman et al. 1992).  
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2.6.2.2 Nicht-genomische Signalwege 
Seit den 80er Jahren ist ein weiterer Wirkungsmechanismus von Steroiden bekannt. 
Innerhalb von Sekunden oder wenigen Minuten können Steroide Wirkungen auslösen, die 
auf Grund der Geschwindigkeit nicht über den genomischen Mechanismus ablaufen 
können. Calcitriol und Vorstufen des Cholecalciferols können solche nicht-genomischen 
Effekte auslösen (Norman et al. 1993). Das Stereoisomer zu Calcitriol 1β,25-
Dihydroxycholecalciferol wirkt bei den bisher untersuchten nicht-genomischen 
Signalwegen des Vitamin D als Antagonist. Bei diesen Mechanismen wird die Beteiligung 
eines membranständigen VDRs (VDRm) vermutet (Norman et al. 2004, Yang et al. 2012). 
Solche membranständigen Rezeptoren konnten bereits bei anderen Steroiden nachgewiesen 
werden. Dazu zählen der Androgenrezeptor (der zur Familie der Kernrezeptoren gehört) in 
Membranen der Oocyten beim Krallenfrosch Xenopus laevis (Lutz et al. 2003) oder der 
Östrogenrezeptor ERβ in Caveolen (Chambliss et al. 2002). VDRm konnte bereits in 
Caveolen kolokalisiert mit dem für Caveolen typischen Markerprotein Caveolin-1 
demonstriert werden (Abb. 5). Weder die genaue Lokalisation membranassoziierter 
Rezeptoren noch die Art des Rezeptors sind bisher geklärt (Huhtakangas et al. 2004). Es 
kann sich um den klassischen Kernrezeptor selbst handeln oder um ein strukturell sehr nah 
verwandtes Protein. Calcitriol kann auf Grund seiner flexiblen molekularen Struktur als 6-
s-cis und 6-s-trans Konformation sowohl an den nukleären als auch an den 
membranassoziierten Rezeptor binden (Norman et al. 1997).  
 
Abb. 5: Calcitriol(1,25D)-Aufnahme in Caveolen über einen membranassoziierten VDR initiiert schnelle, 
nicht-genomische Effekte. Alternativ kann Calcitriol frei durch die Membran diffundieren und an den 
nukleären VDR binden, um eine genomische Antwort auszulösen. (aus Mizwicki 2009) 
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Norman et al. postulierten in dem „conformational ensemble“-Modell drei VDR-Spezies: 
Einen Rezeptor mit aktivierter „genomischer Bindestelle“ für den klassischen genomischen 
Signalweg, einen mit aktivierter „alternativer Bindestelle“, die Agonisten der schnellen 
Steroidantwort bindet und einen Rezeptor, der beide Konfigurationen annehmen kann 
(Norman et al. 2004, Mizwicki und Norman 2009, Haussler et al. 2011). Nach diesem 
Modell hat das 6-s-cis-Calcitriol die höchste Affinität zur alternativen Bindestelle und die 
6-s-trans-Form zur genomischen Bindestelle. Die Assoziation des nukleären Rezeptors mit 
der Membran verursacht vermutlich eine Konformationsänderung und damit eine 
Änderung der Bindungsaffinitäten sowie der Aktivierung der alternativen Bindestelle 
(Norman et al. 2004). Der weitere Signalweg der nicht-genomischen Antwort kann über 
Adenylatkinase, Phospholipase C und second messenger, wie beispielsweise 
Phosphatidylinositol-3,4,5-Triphosphat und Diacylglycerol verlaufen und resultiert meist 
in der Öffnung von Calcium- oder Chloridkanälen (Abb. 5) (Ordonez-Moran und Munoz 
2009, Hii und Ferrante 2016). Calcitriol reguliert so u. a. die schnelle Aufnahme von 
Calcium und Phosphat über die Darmwand (Norman et al. 2004) und ist an der Öffnung 
spannungsgesteuerter Calcium- und Chloridkanäle in Osteoblasten beteiligt (Zanello und 
Norman 2004). Außerdem stimuliert ein Analogon zu Vitamin D, 1α,25-
Dihydrolumisterol, die schnelle Insulinsekretion der β-Zellen, wie im Pankreas der Ratte 
nachgewiesen wurde (Kajikawa et al. 1999). 
2.6.3 Das Vitamin D-bindende Protein 
Das etwa 52-59 kDa schwere DBP wird vor allem von Hepatozyten synthetisiert und hat 
im Blutserum eine Halbwertszeit von 2,5 Tagen. Es besteht aus drei Proteindomänen und 
zwei Ligandenbindestellen: eine für Vitamin D-Derivate und eine weitere für Aktin 
(Speeckaert et al. 2006). Bisher sind über 120 Varianten des Proteins bekannt. Die 
häufigsten Phänotypen des DBPs sind Gc-1F, der vorwiegend bei Afroamerikanern und 
Afrikanern nachgewiesen wurde, und die vermehrt bei Hellhäutigen exprimierten Gc-1S 
und Gc-2 (Speeckaert et al. 2006).  
Bindeproteine wie das DBP dienen vorwiegend dem Transport von lipophilen Substanzen, 
die nicht ohne weiteres über das Blut transportiert werden können. Im Vergleich zu 
anderen Steroidbindeproteinen ist DBP in wesentlich größeren Mengen im Blutserum 
aufzufinden (Cooke und David 1985). Es unterliegt normalerweise auch keinen großen 
Konzentrationsschwankungen in Abhängigkeit vom Alter oder saisonal bedingten 
17 
 
Schwankungen (Speeckaert et al. 2006). Etwa die 20-fache Menge an DBP im Vergleich 
zu den Vitamin D-Derivaten befindet sich im Blutserum (White und Cooke 2000).  
Daher liegt die größte Menge an Vitamin D im Serum gebunden vor. DBP kann 
unterschiedliche Vitamin D-Derivate binden, wobei 25-Hydroxycalciferol mit der höchsten 
Affinität (Ka = 5 x 10
8
 M
-1
) und Calcitriol mit einer deutlich geringeren Affinität (Ka = 4 x 
10
7
 M
-1
) bindet (White und Cooke 2000). Die Funktionen von DBP sind nicht 
ausschließlich auf den Transport von Vitamin D-Derivaten beschränkt (Cooke et al. 1991). 
DBP besitzt eine Bindestelle für das monomere G-Aktin. Diese Bindung stört das 
Zusammenlagern der Monomere zum filamentösen F-Aktin. Bei Gewebsverletzungen 
verhindert DBP zusammen mit dem Protein Gelsolin somit eine Belastung des 
Blutkreislaufs mit zu großen Mengen an F-Aktin (Bouillon 2011). Diese Funktion und die 
Stimulation von neutrophilen Granulozyten und Makrophagen durch DBP (Bouillon 2011) 
zeigen, dass nicht nur Vitamin D selbst, sondern auch das DBP eine wichtige Rolle für das 
Immunsystem spielen. 
Das DBP kann den Transport von Vitamin D zur und in die Zelle auf unterschiedlichen 
Wegen vermitteln. Das 25-Hydroxycalciferol gelangt gebunden an DBP zur Zelle, dort 
diffundiert es frei durch die Membran und wird intrazellulär in Calcitriol umgewandelt, um 
anschließend an den VDR zu binden (Chun 2012b). Vitamin D kann direkt als Calcitriol 
gebunden an DBP zur Zielzelle gelangen und anschließend frei durch die Zelle 
diffundieren. Eine weitere Möglichkeit ist, dass Vitamin D-Derivate gebunden an DBP 
über eine über den Rezeptor Megalin vermittelte Endozytose in die Zielzelle gelangen. 
Innerhalb der Zelle löst sich das Vitamin D-Derivat vom DBP in dem Vesikel über 
Proteolyse, wird frei und bindet anschließend (ggf. wieder nach der Umwandlung in 
Calcitriol) an VDR, um eine genomische Antwort auszulösen (Chun 2012a). Auch für die 
Rückresorption von Vitamin D im proximalen Tubulus der Niere spielt Megalin als DBP-
bindender Transmembranrezeptor eine wichtige Rolle (Nykjaer et al. 1999).  
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3 Ziele der Arbeit 
Für die Detektion von Pheromonen hat das VNO bei den meisten Säugetierarten eine 
zentrale Bedeutung. Einige Steroidderivate sind bereits für ihre Wirkung als Pheromone 
bekannt und können über das VNO detektiert werden. Die Aufnahme von Vitamin D als 
Secosteroid wurde in diesen Kontext bisher aber kaum betrachtet.  
In dieser Arbeit wird die morphologische Verteilung bestimmter Proteine, die für die 
Aufnahme von Vitamin D eine wichtige Rolle spielen, zunächst im VNO von Ratten und 
Mäusen des Wildtyps untersucht. Die genaue Lokalisation des DBPs und des VDRs wird 
über immunhistochemische Arbeitstechniken sowohl im SE als auch im NSE studiert. 
Über in-situ-Hybridisierung und RT-PCR wird eine intrinsische Expression von DBP und 
VDR im olfaktorischen System überprüft. Vergleichend wird die Verteilung des OMPs in 
den Zellarten und die genaue Lokalisation in den Zellen beider Epithelien bestimmt. 
Das VNO dient damit als Modellorgan, um den Mechanismus der Steroidwahrnehmung zu 
verstehen und eine Idee der schnellen Steroidwirkung an der Zellmembran zu entwickeln.  
Weiterhin wird in einer Pilotstudie untersucht, ob Vitamin D im olfaktorischen System 
ähnliche Funktionen wie andere Steroide übernimmt. Dabei stellt sich die Frage, ob 
Vitamin D über das olfaktorische System wahrnehmbar ist und sichtbare 
Verhaltensänderungen auslösen kann. Die olfaktorische Wirkung des Vitamin D wird an 
Hunden und Wölfen studiert und dabei auf Verhaltensantworten, die insbesondere nach der 
Detektion von Pheromonen folgen, geachtet.  
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4 Publikationen 
4.1 Publikation I: Distribution of olfactory marker protein in the rat vomeronasal 
organ  
Rodewald A, Gisder D, Gebhart VM, Oehring H, Jirikowski GF. 2016. Journal of 
Chemical Neuroanatomy, 77:19-23. 
Die genauen Funktionen des OMPs sind weitgehend unklar. Üblicherweise wird OMP als 
Marker für olfaktorisch aktive Zellen genutzt. In dieser Studie wurde OMP durch 
Immunhistochemie an Semidünnschnitten des VNOs der Ratte lokalisiert. Spezifische 
Markierungen für OMP wurden zytosolisch in den Dendriten, den Axonen und den 
Perikarya der Neurone selbst und in den olfaktorischen Zilien des SEs gefunden. Auch das 
NSE zeigt Markierungen im Zytosol und teilweise den Zilien einzelner Zellen. Darüber 
hinaus ist OMP in den sekretorischen Vesikeln einiger vomeronasaler Drüsen und 
teilweise den apikalen Mikrovilli dieser angereichert. Elektronenmikroskopische 
Aufnahmen zeigten die strukturellen Eigenschaften des NSEs auf. Im basalen Bereich 
einiger Zellen im NSE liegen Axone in enger Nachbarschaft. Diese Zellen sind reich an 
Vesikeln und besitzen auf der apikalen Seite Zilien und Mikrovilli. Die OMP-positiven 
sekretorischen Vesikel der vomeronasalen Drüsen dienen sehr wahrscheinlich der 
Exkretion und können das OMP in das Lumen des VNOs ausschütten. OMP könnte eine 
wichtige Rolle bei der olfaktorischen Wahrnehmung spielen, die nach bisheriger Ansicht 
ausschließlich im SE stattfinden soll. Die Ergebnisse lassen vermuten, dass nicht nur das 
SE OMP-spezifische Funktionen hat. Die OMP-positiven Zellen im NSE könnten ebenfalls 
sensorische Funktionen im VNO  übernehmen und spielen dabei eventuell auch eine Rolle 
bei der Pheromondetektion.   
 
Eigenanteil: 
- Planung und Durchführung der immunhistochemischen Versuche 
- mikroskopische Auswertung 
- Literaturrecherche 
- Verfassung des Manuskripts 
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4.2 Publikation II: The rat vomeronasal organ is a vitamin D target                           
Rodewald A, Gebhart VM, Oehring H, Jirikowski GF. 2017. Journal of Chemical 
Neuroanatomy, 81:42-47. 
Das VNO ist ein Zielorgan für Steroide wie Androgen- und Östrogenderivate, die auch als 
Pheromone bekannt sind. Die Rolle von Vitamin D als steroidales Pheromon ist bisher 
kaum untersucht. DBP und VDR spielen bei dem Transport und der Aufnahme von 
Vitamin D-Derivaten eine Rolle. In dieser Studie wurde über immunhistochemische 
Techniken, RT-PCR und in-situ-Hybridisierung die Verteilung und Expression des VDRs 
und des DBPs im VNO der Ratte untersucht. Sowohl das SE als auch das NSE zeigen für 
beide Proteine Markierungen. Der VDR wurde v.a. in den olfaktorischen Zilien, den 
dendritischen Protrusionen, Perikarya und einzelnen Zellkernen der sensorischen Neurone 
im SE nachgewiesen, konnte aber auch im Zytosol und besonders in den Zilien einzelner 
Zellen des NSEs beobachtet werden. Dabei wurde ein membranständiger VDR an den 
dendritischen Protrusionen gefunden. Das DBP kommt besonders in den dendritischen 
Vorwölbungen, den Dendriten selbst und im Zytosol der sensorischen Neurone des SEs 
vor. Es zeigte sich eine starke Kolokalisation von DBP und VDR im Zytosol einzelner 
Zellen des NSEs und den dendritischen Protrusionen der Neurone des SEs. Die granulären 
Vesikel in den vomeronasalen Drüsen waren DBP-positiv. RT-PCR und in-situ-
Hybridisierung bestätigten die intrinsische Expression des DBPs und VDRs im VNO der 
Ratte. Das DBP kann über die Vesikel aus den vomeronasalen Drüsen in das vomeronasale 
Lumen ausgeschüttet werden, wo es aerosolisch aufgenommene Vitamin D-Derivate 
binden kann. Diese gelangen dann zu den neuronalen Membranen des SEs und vermutlich 
auch zu einzelnen Zellen des NSEs. Das Vitamin D löst so wahrscheinlich über den 
membranständigen VDR schnelle nicht-genomische Antworten an den Zellmembranen 
aus. Einige Vitamin D-Moleküle werden wahrscheinlich auch aufgenommen, binden an 
intrazellulär vorkommende DBP oder lösen über den nukleären VDR eine genomische 
Antwort aus. 
Eigenanteil: 
- Planung und Durchführung der immunhistochemischen Versuche 
- Mitarbeit bei der Durchführung der RT-PCR 
- mikroskopische Auswertung 
- Literaturrecherche und Verfassung des Manuskripts 
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4.3 Publikation III: Steroidal pheromones and their potential target sites in the 
vomeronasal organ                                                                                                                         
Rodewald A, Mills D, Gebhart VM, Jirikowski GF. 2017. Steroids (in Druck) 
Die hauptsächlich über das VNO aufgenommenen Pheromone sind eine heterogene 
Gruppe von Molekülen, zu denen auch verschiedene Steroidderivate zählen. Die 
vorliegende Publikation fasst den aktuellen Kenntnisstand der im VNO relevanten Steroide 
zusammen und betrachtet speziell die Rolle des Vitamin Ds im VNO. Basierend auf den 
bisherigen morphologischen Untersuchungen führte ich erste olfaktorische Tests mit 
Hunden durch. Dabei wurde untersucht, ob Makrosmatiker in der Lage sind, Vitamin D-
Derivate olfaktorisch wahrzunehmen. Aufgenommen wurden die Riechzeiten während des 
direkten Kontaktes zu den Proben und eventuelle Verhaltensänderungen. Vier 
unterschiedliche Konzentrationen des Vitamin D-Derivats Cholecalciferol wurden in 
unterschiedlichen Reihenfolgen gepaart mit einer Kontrolle ohne Vitamin D-Derivat den 
Hunden zur olfaktorischen Wahrnehmung angeboten. Flehmenähnliches Verhalten, eine 
Reaktion, die meist nach der Pheromondetektion erfolgt, konnte nicht beobachtet werden. 
Die längste Riechdauer mit dem Median von 1,85s +/- 0,7s konnte an der geringsten 
Konzentration des Cholecalciferols beobachtet werden. Die Wahrnehmung besonders 
geringer Konzentrationen von Cholecalciferol ist nicht überraschend. Hunde leben als 
Makrosmatiker in einer olfaktorisch geprägten Welt und nehmen damit geringste 
Konzentrationen von Molekülen, die beispielsweise zur Kommunikation eingesetzt 
werden, wahr. Um die genauen Mechanismen der Steroidwirkung zu verstehen, wird unter 
Berücksichtigung unserer bisherigen Ergebnisse und dem aktuellen Forschungsstand ein 
Schema speziell für Vitamin D vorgeschlagen, welches insbesondere die verschiedenen 
Möglichkeiten der schnellen und nicht-genomischen Antwort betrachtet.   
 
Eigenanteil: 
- Mitwirkung an der Planung der verhaltensbiologischen Versuche 
- Durchführung der olfaktorischen Tests mit Hunden 
- Schemaerstellung zur Membranwirkung von Vitamin D  
- Literaturrecherche  
- Verfassung des Manuskripts 
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5 Publikation in Vorbereitung: Olfaktorische Unter-
suchungen mit Provitamin D an Hunden und Wölfen  
5.1 Einleitung 
Nach den ersten olfaktorischen Tests mit Cholecalciferol, die sich methodisch nach dem 
Versuchsaufbau von Concha et al. (Concha et al. 2014) richteten, wurden weitere 
Untersuchungen mit Provitamin D an verschiedenen Hunderassen und Wölfen 
durchgeführt. Hierfür wurde der Versuchsaufbau optimiert und vereinfacht. Die Tests 
dienen als Voruntersuchung einer größeren Studie, in der die Wirkung verschiedenster 
Steroidderivate untersucht und verglichen werden soll. Über die Vortests soll zunächst nur 
die Frage geklärt werden, ob Säugetiere Provitamin D über ihr Geruchssystem 
wahrnehmen können.  
5.2 Material und Arbeitstechniken 
In den Voruntersuchungen wurden verschiedene Provitamin D-Konzentrationen getestet. 
Im ersten Durchlauf wurden 1:10.000 (2,6 x 10
-4 
mol/l), 1:100.000 (2,6 x 10
-5 
mol/l) und 
1:1Mio (2,6 x 10
-6 
mol/l) an neun Hunden unterschiedlicher Rassen, die aus 
Privathaushalten stammen, getestet (Tab 1). Im zweiten Durchlauf wurden die 
Konzentrationen 1:1.000 (2,6 x 10
-3 
mol/l), 1:10.000 (2,6 x 10
-4 
mol/l) und 1:100.000 (2,6 x 
10
-5 
mol/l) an neun Wölfen der Art Canis lupus lycaon im Wolfsforschungszentrum in 
Ernstbrunn (Österreich) getestet (Abb. 6B). Das Provitamin D wurde in 90 % Ethanol 
gelöst. Jedes Individuum nahm an sechs Durchgängen teil.  
 
Abb. 6: A: Versuchsaufbau im Testraum für die olfaktorischen Tests mit Wölfen und Hunden. B:                              
Wolf im Testraum Ernstbrunn.         
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In jedem Durchgang wurden zwei neue unverleimte Fichtenholzblöcke mit den Maßen 10 
cm x 10 cm in einem Testraum im Abstand von 30 cm aufgebaut (Abb. 6A). Einer der 
Holzblöcke wurde mit einer Konzentration von Provitamin D behandelt, der andere wurde 
lediglich mit Ethanol ohne Provitamin D als Kontrolle behandelt. Die Holzblöcke wurden 
vor den Versuchen in einem Heraeus Heißluftsterilisator SUT 6060 für 30 Minuten bei 
150°C erhitzt. Um das Risiko einer Kontamination mit Fremdgerüchen gering zu halten, 
wurden sie anschließend nur noch mit Einweghandschuhen berührt, präpariert und 
aufgebaut. Über Videokamera wurden alle Tests dokumentiert. Die Hunde wurden in 
einem Raum der Größe 4 m x 4 m im Max-Planck-Institut Jena und die Wölfe in einem 
Raum von 3 m x 3 m im Wolfsforschungszentrum Ernstbrunn getestet. Alle Individuen 
waren unkastriert und bereits geschlechtsreif (Tab. 1).  
Tab. 1: Auflistung der Versuchstiere, die an den olfaktorischen Tests mit Provitamin D teilnahmen. 
Art, Rasse 
 
Geschlecht Geburts-
datum/-jahr 
spezielles Training, 
Vereine/Tierparks  
Testzeit-
raum 
Canis lupus familiaris     
Border Collie Männchen 21.01.2016 Begleithundeprüfung 16.02.2017 
Cocker Spaniel Mix Männchen 2010 - 07.03.2017 
Drahthaar Vizsla Männchen 2013 Hundesportverein 07.03.2017 
Mops Männchen unbekannt - 08.03.2017 
Whippet Männchen 28.08.2010 - 08.03.2017 
Border Collie Weibchen 13.04.2013 - 07.03.2017 
Altdeutscher Hütehund Weibchen 21.04.2001 Rettungshund 07.03.2017 
Podenco Mix Weibchen 2007 -  08.03.2017 
Labrador Weibchen 23.11.2007 - 10.03.2017 
Canis lupus lycaon     
 Männchen 2008 Wolf Science Center 15.05.2017 
 Männchen 2009 Wolf Science Center 15.05.2017 
 Männchen 2008 Wolf Science Center 16.05.2017 
 Männchen 2009 Wolf Science Center 16.05.2017 
 Männchen 2012 Wolf Science Center 16.05.2017 
 Weibchen 2008 Wolf Science Center 15.05.2017 
 Weibchen 2009 Wolf Science Center 15.05.2017 
 Weibchen 2012 Wolf Science Center 16.05.2017 
 Weibchen 
 
04.05.2016 Wolf Science Center 17.05.2017 
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Der jeweils erste und vierte Durchgang diente dazu, die Tiere mit dem Versuchsablauf 
vertraut zu machen bzw. als Motivationsdurchgang. In diesen Tests wurde lediglich Futter 
auf die Blöcke gelegt. In den anderen Durchgängen wurden die Holzblöcke mit je 0,5 ml 
einer Lösung präpariert. In drei Holzblockpaarungen wurde eine der Provitamin D-
Konzentration dem reinen Lösungsmittel Ethanol gegenübergestellt, dabei wurde jedes 
Individuum auf jede Konzentration einmal getestet. Das vierte Holzblockpaar enthielt zwei 
Kontrollen und keine Provitamin D-Probe. Die Reihenfolge und die Blockaufstellung (d.h. 
auf welcher Seite sich das Provitamin D befindet) wurden so bestimmt, dass die 
Reihenfolge der Konzentrationen variierte. Dabei wurde darauf geachtet, dass die Vitamin 
D-Probe in jedem Durchgang abwechselnd auf den linken bzw. rechten Block gegeben 
wurde. Die Reihenfolge wurde so für das erste Versuchstier festgelegt und anschließend im 
Uhrzeigersinn rotiert (Tab. 2).  
Tab. 2: Reihenfolge und Anordnung der präparierten Versuchsblöcke für jeweils 5 Männchen und 
Weibchen. Test 1 und Test 2 beinhalten jeweils drei Versuchsdurchgänge, zwischen beiden liegt eine größere 
Pause von 15 Minuten (Pausen: kursiv geschrieben). In einem Versuchsdurchgang wurden zwei Holzblöcke 
im Abstand von 30 cm aufgestellt. Zwischen den einzelnen Durchgängen wurde für 5 Minuten pausiert. 
Abkürzungen: W - Weibchen, M - Männchen, F - Futter, K - Kontrolle, VD 1 - Provitamin D Konzentration 
1:1.000 (Wölfe) bzw. 1:10.000 (Hunde), VD2 - Provitamin D Konzentration 1:10.000 (Wölfe) bzw. 
1:100.000 (Hunde), VD3 - Provitamin D Konzentration 1:100.000 (Wölfe) bzw. 1:1Mio (Hunde).  
W 1  W 2 W 3 W 4  W 5 
Test 1 Test 2 Test 1 Test 2 Test 1 Test 2 Test 1 Test 2 Test 1 Test 2 
F - F F - F F - F F - F F - F F - F F - F F - F F - F F - F 
5 min 5 min 5 min 5 min 5 min 5 min 5 min 5 min 5 min 5 min 
VD3-K K-VD1 K - K K-VD3 K-VD2 K - K K-VD1 K-VD2 VD3-K K - K 
5 min 5 min 5 min 5 min 5 min 5 min 5 min 5 min 5 min 5 min 
K - K VD2-K VD2-K VD1-K VD1-K K-VD3 VD3-K K - K K-VD2 VD1-K 
15 min  15 min  15 min  15 min  15 min  
 
M 1  M 2 M 3 M 4  M 5 
Test 1 Test 2 Test 1 Test 2 Test 1 Test 2 Test 1 Test 2 Test 1 Test 2 
F - F F - F F - F F - F F - F F - F F - F F - F F - F F - F 
5 min 5 min 5 min 5 min 5 min 5 min 5 min 5 min 5 min 5 min 
VD3-K K-VD1 K - K K-VD3 K-VD2 K - K K-VD1 K-VD2 VD3-K K - K 
5 min 5 min 5 min 5 min 5 min 5 min 5 min 5 min 5 min 5 min 
K - K VD2-K VD2-K VD1-K VD1-K K-VD3 VD3-K K - K K-VD2 VD1-K 
15 min  15 min  15 min  15 min  15 min  
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Zwischen den einzelnen Durchgängen wurde fünf Minuten und zwischen dem dritten und 
vierten Durchgang mindestens 15 Minuten pausiert um Habituationen zu vermeiden. Sollte 
ein Tier in einem Raum Markierungsverhalten gezeigt haben, wurde der Raum mit 
desinfizierenden Reinigungsmitteln gesäubert. Die Tiere konnten den Testraum für 90 
Sekunden einzeln und ohne Leine erkunden.  
Im Anschluss wurden die Riechzeiten millisekundengenau mit dem Programm avidemux 
2.7.0 ermittelt. Es wurden die Riechzeiten mit direktem Kontakt zu den Holzwürfeln 
gemessen. Das Riechen an einem Würfel wurde als ein einzelnes Ereignis gewertet, wenn 
die Unterbrechung des Verhaltens nicht länger als 1 Sekunde betrug. Der Abstand zum 
Testwürfel betrug dann maximal eine Nasenrückenlänge des jeweils getesteten Hundes 
während der Unterbrechung. In anderen Fällen wurden zwei Ereignisse notiert. 
Die statistische Auswertung erfolgte mit dem Programm IBM SPSS Statistics Version 
21.0.0.1. Damit wurden die Mediane der Riechzeiten an den einzelnen Konzentrationen 
ermittelt und die Boxplotdiagramme erstellt. Um zu testen, ob die Riechzeiten an den 
Provitamin D-Proben sich signifikant von denen an den Kontrollen mit Ethanol 
unterscheiden, wurde der Wilcoxon-Test genutzt (Lam und Longnecker 1983, Higgins 
2003), da dieser für nicht-parametrische Daten und kleine, abhängige Stichproben geeignet 
ist. Die Auswertung der Daten (Riechzeiten, Geschlechtervergleich) fand innerhalb der 
Spezies statt. 
5.3 Ergebnisse 
Zunächst wurde betrachtet, wie oft ein direkter Kontakt zu den mit Provitamin D 
behandelten Blöcken zustande kam. Im Test mit den Hunden hatten von den Rüden 67 % 
und von den Hündinnen 50 % direkten Kontakt zu den mit Provitamin D-behandelten 
Blöcken. Von den Wolfsmännchen konnte in 80 % der Fälle, von den Weibchen in 67 % 
der Fälle ein direkter Kontakt zu den mit Provitamin D-behandelten Blöcken beobachtet 
werden. In den anderen Fällen hatten die Tiere nur zu den Kontrollen direkten Kontakt.  
Von den zustande gekommenen direkten Kontakten zu den Holzblöcken wurde 
anschließend betrachtet, ob die Tiere von dem angebotenen Holzblockpaar zuerst den 
Provitamin D-behandelten oder den Kontrollblock ohne Provitamin D auswählten (Abb. 
7). 72,7 % der Rüden hatten den Erstkontakt mit den Provitamin D behandelten Blöcken. 
In der genaueren Betrachtung sind 50 % der Rüden zuerst auf die Provitamin D-
Konzentration 1:10.000 (VD1), alle Rüden zuerst auf 1:100.000 (VD2) und 50 % zuerst 
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auf 1:1Mio (VD3) zugegangen (alle Konzentrationen im Vergleich zur Provitamin D-
freien Kontrolle mit 90 % Ethanol) (Abb. 7). Bei den Hündinnen fand der Erstkontakt in 
der Gesamtbewertung in 12,5 % der Ereignisse an den Provitamin D-behandelten Blöcken 
statt. In 33,3 % der Ereignisse fand der Erstkontakt an 1:10.000 statt, bei den Durchgängen 
mit den niedrigeren Konzentrationen fand der Erstkontakt mit der Kontrolle statt.  
 
Abb. 7: Erstkontakte in Abhängigkeit der Spezies und des Geschlechts: Auf welchen Block gingen die 
Individuen zuerst zu - den Vitamin D-Block oder Kontrollblock? Abkürzungen: VD1 – Provitamin D-
Konzentration 1:1.000 (Wölfe) bzw. 1:10.000 (Hunde), VD2 - Provitamin D-Konzentration 1:10.000 (Wölfe) 
bzw. 1:100.000 (Hunde), VD3 - Provitamin D-Konzentration 1:100.000 (Wölfe) bzw. 1:1Mio (Hunde), K - 
Kontrollen mit 90 % Ethanol, VD - Provitamin D-Probe. 
 
In 69,2 % der Tests mit den Wolfsmännchen fand der Erstkontakt an den Provitamin D-
Proben statt und nicht an den Kontrollen mit Ethanol. Davon fanden 100 % der 
Erstkontakte an der Provitamin D-Konzentration 1:1.000 (VD1), 50 % an 1:10.000 (VD2) 
und 60 % an 1:100.000 (VD3) statt. In 44,4 % der Tests mit den Wolfsweibchen fand der 
erste Kontakt an den Provitamin D-behandelten Blöcken statt. Davon fanden 50 % an der 
Provitamin D-Konzentration 1:1.000 und 67 % an 1:100.000 statt. An der Konzentration 
1:10.000 wurde in keinem Test mit den Wolfsweibchen ein Erstkontakt aufgenommen.  
 
0% 10% 20% 30% 40% 50% 60% 70% 80% 90% 100%
Rüden VD1 - K
Rüden VD2 - K
Rüden VD3 - K
Hündinnen VD1 - K
Hündinnen VD2 - K
Hündinnen VD3 - K
Wolfsmännchen VD1 - K
Wolfsmännchen VD2 - K
Wolfsmännchen VD3 - K
Wolfsweibchen VD1 - K
Wolfsweibchen VD2 - K
Wolfsweibchen VD3 - K
VD
K
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Die Riechdauern an den Provitamin D Konzentrationen wurden in den Abb. 8 - 10 für die 
Hunde und Wölfe separat in Boxplotdiagrammen dargestellt und mit der jeweiligen 
Ethanolkontrolle verglichen. Bei der Betrachtung des Interquartilbereichs zeigte sich, dass 
die Hündinnen tendenziell länger an den Provitamin D-Proben rochen. Der Vergleich der 
Mediane ergab mit 2,52 s für VD2 eine längere Riechzeit an Provitamin D als an der 
Kontrolle (1,12 s), während der Median der anderen Provitamin D-Konzentrationen unter 
dem der Kontrollen lag (Abb. 8). Die Rüden hatten mit einem Median von 1,48 s an der 
Konzentration 1:1Mio eine längere mittlere Riechdauer an Provitamin D als an der 
Kontrolle mit einem Median von 0,64 s (Abb. 8). Die Wolfsmännchen zeigten an der 
höchsten Provitamin D-Konzentration generell die längste Riechdauer (Median: 0,9 s). Im 
Vergleich dazu betrug der Median der Riechdauer an der Kontrolle 0,05 s (Abb. 9). Auch 
an der niedrigsten Konzentration konnte eine längere Riechzeit (Median: 0,58 s) als an der 
Kontrolle (Median: 0,42 s) beobachtet werden. Die Wolfsweibchen zeigten an der 
höchsten Konzentration 1:1.000 (Median VD1: 0,57 s, Median Kontrolle: 0,29 s) und an 
der Konzentration von 1:10.000 (Median VD2: 0,37 s, Median Kontrolle: 0,13 s) längere 
Riechdauern als an den Kontrollen (Abb. 9).  
Im Geschlechtervergleich konnte beobachtet werden, dass Wolfsmännchen an den 
Konzentrationen 1:1.000 und 1:100.000 tendenziell länger rochen als Wolfsweibchen 
(Abb. 10). Rüden zeigten eine kürzere Riechzeit an der Konzentration 1:10.000 und 
1:100.000 als die Hündinnen. An der geringsten Konzentration zeigten sie eine längere 
Riechzeit als die Hündinnen. Die Unterschiede zwischen den Riechdauern an den 
Provitamin D-Proben und denen an den Kontrollblöcken waren nicht signifikant 
(Signifikanzniveau bei 0,05) (Tab. 3).  
Flehmen konnte weder bei den Hunden noch bei den Wölfen beobachtet werden.  
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Abb. 8: Boxplotdiagramme über die Riechzeiten der Hündinnen und Rüden an den Provitamin D-
Konzentrationen 1:10.000 (VD1), 1:100.000 (VD2) und 1:1 Mio (VD3). Im direkten Vergleich dazu sind die 
Riechzeiten an den Kontrollen mit 90% Ethanol (K1, K2, K3) dargestellt. Jedes Individuum wurde für die 
drei Konzentrationen (gepaart mit je einer Kontrolle) und einem Blockpaar, der lediglich zwei Kontrollen 
enthielt (Ka und Kb) getestet.  
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Abb. 9: Riechzeiten, die die Wölfe an den Provitamin D-Konzentrationen 1:1.000 (VD1), 1:10.000 (VD2) 
und 1:100.000 (VD3) zeigten. Im direkten Vergleich dazu sind die Riechzeiten an den Kontrollen (K1, K2, 
K3) dargestellt. Jedes Individuum wurde für die drei Konzentrationen (gepaart mit je einer Kontrolle) und 
einem Blockpaar, der lediglich zwei Kontrollen enthielt (Ka und Kb) getestet.  
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Abb. 10: Geschlechtervergleich: A: Riechzeiten der Rüden im Vergleich zu den Riechzeiten der Hündinnen 
für die drei Provitamin D-Konzentrationen VD1 (1:10.000), VD2 (1:100.000) und VD3 (1:1Mio). B: 
Riechzeiten der Wolfsmännchen im Vergleich zu den Riechzeiten der Wolfsweibchen für die drei Provitamin 
D-Konzentrationen VD1 (1:1.000), VD2 (1:10.000) und VD3 (1:100.000).   
 
Tab. 3: Wilcoxon-Signifikanztests: Vergleichend getestet wurden die Riechdauern an den Provitamin D-
Blöcken und an den Kontrollblöcken im selben Testdurchgang. Gewertet wurden alle Durchgänge, in denen 
die Tiere Kontakt zu mindestens einem der beiden Holzblöcke hatten. Abkürzungen: VD1 – Provitamin D-
Konzentration 1:1.000 (Wölfe) bzw. 1:10.000 (Hunde), VD2 - Provitamin D-Konzentration 1:10.000 (Wölfe) 
bzw. 1:100.000 (Hunde), VD3 - Provitamin D-Konzentration 1:100.000 (Wölfe) bzw. 1:1Mio (Hunde), K - 
Kontrollen mit 90 % Ethanol. Signifikanzniveau: 0,05. 
 Durchgang Signifikanz Standardfehler Stichprobenzahl 
Wolfsmännchen VD1 – K1 0,068 2,739 4 
 VD2 – K2 1 2,739 4 
 VD3 – K3 0,5 3,708 5 
Wolfsweibchen VD1 – K1 0,109 1,871 4 
 VD2 – K2 0,655 1,118 2 
 VD3 – K3 0,414 1,837 3 
Rüden VD1 – K1 0,144 2,739 4 
 VD2 – K2 0,893 3,708 5 
 VD3 – K3 0,655 1,118 2 
Hündinnen VD1 – K1 1 1,871 3 
 VD2 – K2 0,655 1,118 2 
 VD3 – K3 1 1,871 3 
A B 
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6 Diskussion 
6.1 Das olfaktorische Markerprotein im Vomeronasalorgan 
Das OMP wurde bereits von einigen Autoren in den primären Sinneszellen des 
olfaktorischen Systems verschiedener Spezies beschrieben (Farbman und Margolis 1980, 
Fleischer et al. 2006, Bock et al. 2009). Die Funktionen von OMP sind weitgehend 
unbekannt. Seine Nutzung als Markerprotein für olfaktorische Sinneszellen ist jedoch weit 
verbreitet, obwohl OMP bereits in anderen Geweben wie in der Schilddrüse oder im 
Herzen der Maus gefunden wurde (Kang et al. 2015). OMP spielt bei der Funktion und 
Ausbildung der primären Sinneszellen im olfaktorischen Epithel eine wichtige Rolle. 
Buiakova et al. zeigten, dass der Geruchssinn von OMP-knockout-Mäusen (omp
-/-
) durch 
eine Reduktion der Aktivität der Sinneszellen und des olfaktorischen Bulbus beeinträchtig 
war (Buiakova et al. 1996). Laut einer weiteren Studie ist OMP bei der Entwicklung und 
Regeneration olfaktorischer Sinneszellen beteiligt (Lee et al. 2011): Bei der Maus konnte 
die Präferenz für das eigene Muttertier nur in Wildtyp-Jungtieren beobachtet werden, 
wohingegen omp
-/- 
Knockout Tiere keine olfaktorische Präferenz zeigten.  
Im VNO sind ebenfalls OMP-positive primäre Sinneszellen im SE histologisch 
beschrieben (Barrios et al. 2014c). Auch eine intrinsische Expression im VNO wurde 
gezeigt (Sasuga et al. 2013). Meine morphologischen Ergebnisse für das VNO der Ratte 
bestätigen dieses Verteilungsmuster im SE (Rodewald et al. 2016). Die primären 
Sinneszellen im SE zeigten eine OMP-positive immunhistochemische Färbung. Die 
Verteilung von OMP in den Dendriten und den Perikarya deutet auf eine intrinsische 
Expression hin, wie sie auch im olfaktorischen Epithel stattfindet. Über die Dendriten 
gelangt das OMP dann zu den apikalen dendritischen Vorwölbungen. Auch in den 
vomeronasalen Drüsen wurde eine granuläre Färbung im Plasma der sekretorischen Zellen 
und vereinzelt eine Anfärbung der apikalen Mikrovilli des Drüsenepithels beobachtet. Die 
Färbung der Mikrovilli und Zilien im gesamten VNO könnte von der Sekretion von OMP 
aus dem Drüsengewebe in das vomeronasale Lumen stammen. Das Drüsensekret im 
vomeronasalen Gang ist essentiell zur Detektion nicht- oder gering-volatiler Substanzen, 
die über den Pumpmechanismus des VNOs über das Sekret aufgenommen und darüber zu 
den sensorisch aktiven Zellen transportiert werden. Wenn dieses Sekret ebenfalls OMP 
enthält, könnte OMP wahrscheinlich auch am Transport von bestimmten Liganden über 
das Lumen beteiligt sein. Die Färbung der Mikrovilli und der dendritischen Vorwölbungen 
legt nahe, dass OMP auch an der Aufnahme über die Membran beteiligt ist.  
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Das OMP könnte demzufolge nicht nur bei der Entwicklung von primären Sinneszellen 
und der Detektion von Geruchsstoffen im olfaktorischen Epithel eine Rolle spielen. Auch 
bei der Aufnahme bzw. dem Transport von Molekülen mit Pheromonfunktion im VNO hat 
OMP vermutlich eine zentrale Bedeutung. Da die meisten Liganden, die über das VNO 
wahrgenommen werden nicht volatil sind, ist es denkbar, dass OMP besonders die 
Aufnahme dieser unterstützt. Verhaltensbiologische Experimente mit omp
-/-
 Knockout-
Tieren könnten diese Interpretationen bestätigen.   
Auch im NSE der adulten Ratte konnten im Rahmen meiner Studie einzelne OMP-positive 
Zellen beobachtet werden (Rodewald et al. 2016). Im VNO der Maus wurden bereits vom 
pränatalen E14-Stadium bis zur ersten postnatalen Woche OMP-positive Zellen beobachtet 
(Tarozzo et al. 1998). Hierbei handelt es sich um neuronale Zellen, die während der 
späteren Entwicklung wieder verschwinden. In neugeborenen Mongozmakis (Eulemur 
mongoz), einer Primatenart aus der Gattung der großen Makis, wurden ebenfalls einzelne 
OMP-positive Zellen im NSE nachgewiesen (Smith et al. 2011). Andere Autoren, die das 
SE von Mäusen untersuchten, zeigten Markierungen, in denen auch in adulten Tieren 
einzelne OMP-positive Bereiche im NSE sichtbar waren (Barrios et al. 2014c). Die 
Ergebnisse dieser Studie wurden bis dahin allerdings nicht diskutiert. Färbungen, die ich 
im Rahmen meiner Arbeit an VNOs von adulten Mäusen durchführte, bestätigten diese 
Ergebnisse (nicht publiziert). Das Auftreten von OMP in adulten Tieren innerhalb 
ausgereifter Epithelien und außerhalb von Regenerationszonen zeigt, dass die Funktionen 
von OMP über Regeneration und Entwicklung hinausgehen. Warum aber kommt OMP, 
welches normalerweise assoziiert mit Sinneszellen exprimiert wird, im NSE vor? 
Die Funktionen des NSEs sind bis jetzt nicht völlig geklärt. In wenigen Zellen des NSEs 
der Ratte erschien bei meinen Färbungen das OMP granulär. Elektronenmikroskopische 
Bilder bestätigten das Vorkommen von vesikelreichen Zellen im NSE. Dies deutet darauf 
hin, dass OMP entweder vesikulär aufgenommen wird oder hier selbst synthetisiert und 
ggf. in das Lumen abgegeben wird. Bereits frühere Studien vermuteten eine sekretorische 
Funktion des NSEs (Ciges et al. 1977). Bisher wurde angenommen, dass die Zellen im 
NSE nicht an der sensorischen Funktion des VNOs beteiligt sind und keine Rezeptoren 
enthalten (Breipohl et al. 1979). Einige Studien, die steroidbindende Globuline wie SHBG, 
DBP und CBG in einzelnen Zellen des NSEs von Ratten demonstrierten (Dolz et al. 2013, 
Ploss et al. 2014b, Rodewald et al. 2017a), zeigen damit, dass das NSE eine Funktion bei 
der Steroidbindung hat. SHBG spielt wahrscheinlich auch für die Aufnahme von 
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Steroidderivaten mit Pheromonfunktionen im VNO eine Rolle (Ploss et al. 2014b). Diese 
Ergebnisse deuten auf eine sensorische Funktion des NSEs hin – vermutlich handelt es sich 
bei diesen Zellen also um sekundäre Sinneszellen. Das OMP, welches in sensorisch 
aktiven Zellen exprimiert ist, wird womöglich in genau diesen Zellen des NSEs gebildet. 
Weitere immunhistochemische Färbungen sind nötig um zu klären, ob es sich hierbei um 
Kolokalisationen handelt.    
Elektronenmikroskopische Aufnahmen zeigen auf der basalen Seite einiger Epithelzellen 
des NSEs Axone, was die Idee der sekundären Sinneszellen stärkt. Die Informationen 
könnten so zum Gehirn weitergeleitet werden. In diesen speziellen Anschnitten konnte 
keine synaptische Verbindung gesehen werden, vielleicht bedingt durch die Lage des 
Semidünnschnittes. In einer meiner Studien konnte gezeigt werden, dass unter VDR- und 
DBP-positiven Zellen des NSEs diese Axone ebenfalls VDR-positiv sind, was auf einen 
funktionellen Zusammenhang bezüglich der Aufnahme und des Transports von Vitamin D 
hindeutet (siehe 4.2). Um welche Nerven es sich hier handelt, wurde in dieser Studie nicht 
untersucht. Es wird diskutiert, ob neben dem Vomeronasalnerv der N. terminalis als 
„nullter Hirnnerv“ im vomeronasalen System bzw. bei der Detektion von Pheromonen 
auch bei Säugetieren eine Rolle spielt (Demski und Northcutt 1983, Wirsig und Leonard 
1987, Vilensky 2014) – dieser könnte auch zum NSE Fasern entsenden.  
In den Geschmacksknospen der Zunge, die typische sekundäre Sinneszellen enthalten, 
wird der Signalmechanismus nach der Bindung des Liganden an einen membranständigen 
Rezeptor über die G-Protein-Untereinheit α-Gustducin vermittelt. Exemplarisch wurde das 
NSE der Ratte auf α-Gustducin getestet, aber keine spezifische Färbung gesehen. Wenn es 
sich um sekundäre Sinneszellen handelt, müssen die Mechanismen auf anderer Grundlage 
ablaufen. Diese Frage und ob es alters- und geschlechtsabhängige Unterschiede in der 
Verteilung und im Auftreten OMP-positiver Zellen im VNO gibt, muss in zukünftigen 
Untersuchungen geklärt werden.  
6.2 Das Vomeronasalorgan als Zielort für Steroidhormone 
Das VNO dient primär der Pheromondetektion. Darunter fallen z. T. volatile und 
insbesondere nicht-volatile steroidale Pheromone, die nur über direkten Kontakt und mit 
Hilfe des Pumpmechanismus aufgenommen werden können. So werden z. B. Androgen- 
und Östrogenderivate in gebundener Form über den vomeronasalen Gang zu den 
sensorischen Zellen des VNOs transportiert und nach gängiger Meinung am SE 
aufgenommen.  
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Die molekularen Mechanismen der schnellen membranassoziierten Antwort auf Steroide 
sind immer noch nicht vollständig geklärt. Es ist bekannt, dass insbesondere 
Sexualsteroide über das VNO wahrgenommen werden und schnelle Verhaltensänderungen 
auslösen können, die bereits in Sekunden oder maximal Minuten auftreten. Die klassische 
genomische Antwort über den Kernrezeptor dauert hierfür zu lang, sodass ein zweiter, 
schneller Weg der Signalvermittlung existieren muss. 
Calciferol als aktives Vitamin D-Derivat wirkt außerdem als Neurosteroid. Einige 
Arbeitsgruppen konnten VDR bzw. DBP im Zentralnervensystem von Wirbeltieren 
inklusive dem Menschen nachweisen, besonders im limbischen System, beispielsweise der 
Amygdala und dem Hippocampus (Prufer und Jirikowski 1997, Prufer et al. 1999, Kalueff 
und Tuohimaa 2007, Jirikowski et al. 2009). Auch die Stria terminalis konnte als Vitamin 
D-Target identifiziert werden (Stumpf et al. 1982). Calcitriol hat zum einen 
neuroprotektive Funktionen, zum anderen ist es an kognitiven Funktionen und der 
Entwicklung des Gehirns und der Neuronen beteiligt (Harms et al. 2011, Soni et al. 2012). 
Das Auftreten von VDR und DBP in den verschiedenen Gehirnarealen legt die Funktion 
von Vitamin D als Neurosteroid nahe. Die Funktionen im limbischen System gehen 
wahrscheinlich aber über rein neuroprotektive oder entwicklungsbezogene hinaus. 
Besonders in dieser, für das Verhalten wichtigen Region des Gehirns, kann Vitamin D 
direkt Einfluss auf Emotionen, Sozial-, Territorial- und Sexualverhalten nehmen. Die Stria 
terminalis wird beispielsweise bei Stress oder Sexualverhalten aktiviert. Das Vorkommen 
von Vitamin D-Derivaten in der Stria terminalis deutet darauf hin, das Vitamin D-Derivate 
in das limbische System gelangen können. Diese werden vermutlich auch über das 
olfaktorische System transportiert. Damit könnten Vitamin D-Derivate, die über das VNO 
teilweise aufgenommen werden, Einfluss auf das Verhalten nehmen. 
Es ist bereits bekannt, dass nicht nur die V1R für die Steroidwahrnehmung im SE 
verantwortlich sind. So wurde gezeigt, dass der Östrogenrezeptor ERα in den Neuronen 
des SEs vorkommt (Cherian et al. 2014). Auch verschiedene Bindungsglobuline für 
Sexual- und Corticosteroide wie SHBG und CBG konnten im VNO der Ratte in beiden 
Epithelien nachgewiesen werden (Dolz et al. 2013, Ploss et al. 2014b). 
Die Kernfrage meiner Arbeit beschäftigt sich mit der möglichen Aufnahme von Vitamin D 
über das VNO. Die meisten Derivate des Vitamin Ds liegen als Secosteroid vor. In 
verhaltensbiologischen Tests mit Iberolacerta monticola, der iberischen Gebirgseidechse, 
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konnte bereits eine Pheromon-Funktion für Provitamin D nachgewiesen werden (Martin 
und Lopez 2006).  
Echsen nehmen über die Züngelbewegung und direkten Kontakt Pheromone, die besonders 
über die Femoraldrüsen der Männchen ausgeschieden werden, wahr und transportieren so 
nicht-volatile Substanzen zum VNO. Nach der Supplementation mit speziellen 
Vitaminpräparaten für Reptilien, die auch Vitamin D-Derivate enthalten, schieden die 
männlichen Tiere vermehrt Provitamin D über die Femoraldrüsen aus. Weibchen 
reagierten auf Sekretproben dieser Tiere im Vergleich zu Männchen, die nicht 
supplementiert wurden und weniger Provitamin D ausschieden, mit einer gesteigerten 
Frequenz von Züngelbewegungen. Immunhistochemisch konnte ich in meiner Arbeit VDR 
und DBP im VNO der adulten Ratte nachweisen (Rodewald et al. 2017a). Die funktionelle 
Bedeutung dieser Moleküle muss in physiologischen Studien weiter geklärt werden. 
Dennoch kann bereits auf morphologischer Basis vermutet werden, dass Vitamin D-
Derivate auch bei Säugetieren über das VNO wahrnehmbar sind. In diesem Kontext könnte 
auch Vitamin D ähnlich wie bei Echsen auch bei Säugetieren Funktionen als Pheromon 
übernehmen. Dabei ist es vorstellbar, dass Vitamin D-Derivate auch bei Säugern erst 
zusammen mit Sexualsteroiden diese Funktion entfaltet.   
6.3 Mögliche Antwortmechanismen auf Vitamin D-Derivate 
VDR tritt kolokalisiert mit DBP im VNO in den Neuronen des SEs und in einigen Zellen 
des NSEs auf. Die RT-PCR bestätigte eine intrinsische Genexpression beider Proteine im 
VNO (Rodewald et al. 2017a). In den Neuronen des SEs tritt VDR zum einen im 
perinukleären Zytosol auf und teilweise im Nukleus, zum anderen membranassoziiert in 
den apikalen dendritischen Vorwölbungen und den Mikrovilli. DBP tritt meist in den 
Dendriten, Axonen und kolokalisiert mit VDR in den dendritischen Vorwölbungen auf. 
Die dendritischen Vorwölbungen konnten in elektronenmikroskopischen Aufnahmen im 
SE genauer charakterisiert werden (Hofer et al. 2000, Rodewald et al. 2017a) und sind den 
Bulbi dendritici der olfaktorischen Sinneszellen im olfaktorischen Epithel sehr ähnlich. An 
den Bulbi dendritici befinden sich die Mikrovilli, die im Wesentlichen der Aufnahme 
olfaktorischer Stimuli dienen. In diesem Falle befinden sich auch innerhalb der 
Vorwölbung DBP und VDR, was dafür spricht, dass diese ebenfalls an der Aufnahme von 
Vitamin D-Derivaten beteiligt sind. Auch in den vomeronasalen Drüsen wurde DBP in den 
Granula der sekretorischen Zellen nachgewiesen, aber nicht der VDR. Die Drüsen 
sezernieren das DBP in den vomeronasalen Gang des VNOs, wo es Vitamin D-Derivate 
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außerhalb der Zellen in unterschiedlichen Affinitäten binden und stabilisieren kann. Über 
das DBP im Lumen können die Vitamin D-Derivate zu den Zellen des VNOs, an deren 
apikaler Seite sowohl im SE als auch im NSE ein membranassoziierter VDR vorkommt, 
transportiert werden. 
Das membranassoziierte Auftreten von VDR legt nahe, dass dieser Rezeptor nicht nur den 
klassischen Weg beschreitet: Über diesen würden Vitamin D-Derivate, die durch die 
Membran diffundieren, an VDR binden und anschließend die genomische Antwort 
auslösen. Die besondere Lokalisation des Rezeptors an der Membran der dendritischen 
Vorwölbungen und den Mikrovilli deutet auf die Beteiligung an einer schnellen Antwort 
an der Membran hin. Daher wird in dieser Studie zwischen dem membranassoziierten 
VDR (VDRm) und dem klassischen, nukleären VDR (VDRn) unterschieden. Da der 
Antikörper, der für die immunhistochemischen Färbungen genutzt wurde, für VDR 
hochspezifisch ist, kann davon ausgegangen werden, dass beide Rezeptoren strukturell sehr 
ähnlich sind. Ob es sich hier aber wie bei den Östrogenrezeptoren (Li et al. 2003) um 
Splicingvarianten handelt, ist bisher nicht untersucht worden. Auch in anderen Geweben 
wurde bereits ein membranständiger VDR gefunden. Beispielsweise findet die schnelle 
nicht-genomische Antwort auf Calcitriol im Dünndarm über den caveolenassoziierten 
VDRm statt (Huhtakangas et al. 2004, Norman 2006).  
Der klassische Kernrezeptor VDR, der zur Familie der Steroidrezeptoren Typ II zählt, kann 
offenbar nicht mehr zu den reinen Kernrezeptoren gezählt werden. Auf Grund der Existenz 
eines VDRm im VNO stellt sich nun die Frage, wie die Mechanismen an der Membran 
ablaufen könnten und wo genau sich der VDRm befindet. Es gibt verschiedene 
Möglichkeiten, wie die nicht-genomische und schnelle Antwort auf Vitamin D-Derivate 
(und äquivalent dazu auch auf andere Steroide) an der Membran ablaufen kann (Abb. 11). 
Der VDRm kann entweder extra- oder intrazellulär an der Membran gebunden vorkommen 
oder nicht an der Membran gebunden, aber membrannah auftreten. Ein VDRm mit einer 
extrazellulären Ligandenbindungsstelle könnte eine schnelle Antwort auslösen, ohne dass 
das Vitamin D-Derivat in die Zelle aufgenommen werden muss (Abb. 11, II).  
Ein kleiner Teil der Steroide wird vermutlich auch im Lumen ungebunden auftreten. Freie 
Steroide können auf Grund ihrer lipophilen Eigenschaften durch Membranen diffundieren. 
Vermutlich diffundieren sie zunächst in den lipophilen inneren Abschnitt der Membran 
und können prinzipiell mit der gleichen Wahrscheinlichkeit in die Zelle oder wieder nach 
außen transportiert werden. Wenn sich nun aber intrazellulär in den dendritischen 
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Vorwölbungen bzw. den Mikrovilli ein an der Membran gebundener (Abb. 11, III) oder 
membrannaher VDRm (Abb. 11, IV) befindet, wird das Vitamin D-Derivat durch die hohe 
Affinität zu dem Rezeptor eher in das Zellinnere transportiert. Diesen Effekt könnte das 
DBP im Zellinneren unterstützen. Gebunden am intrazellulären VDRm könnte so ebenfalls 
eine schnelle nicht-genomische Antwort ausgelöst werden. Außerdem können Vitamin D-
Derivate nach der Aufnahme direkt an DBP gebunden und über die Dendriten weiter 
transportiert werden (Abb. 11, I), z. B. zu den Perikarya. Die Bindeproteine könnten hier 
ebenfalls eine Pufferfunktion übernehmen und die Steroide für eine gewisse Zeit speichern. 
Wenn das Vitamin D-Derivat anschließend an einen VDRn gebunden wird, kann nach 
einer Dimerisierung der Rezeptor-Liganden-Komplexe im Zellkern die genomische 
Antwort ausgelöst werden.  
 
Abb. 11: Hypothetische Varianten der molekularen Antwortmechanismen auf Vitamin D-Derivate: I. Einige 
wenige Moleküle diffundieren frei durch die Membran. Diese können entweder an DBP gebunden und 
darüber transportiert werden (Ia), oder sie binden an VDRn und lösen nach einer Dimerisierung eine 
genomische Antwort im Nukleus aus (Ib). II. DBP aus den Drüsen bindet Vitamin D-Derivate im Lumen. 
Dieser Komplex bindet extrazellulär an einen VDRm und löst direkt eine schnelle nicht-genomische Antwort 
aus. III. Ein intrazellulärer VDRm bindet nach der Aufnahme das Derivat und löst eine nicht-genomische 
Antwort aus. IV. Ein intrazellulärer freier VDRm, der sich membrannah aufhält, nimmt frei 
hindurchdiffundierende Derivate auf und löst vor Ort an der Membran eine nicht-genomische Antwort aus. 
(verändert nach Rodewald et al. 2017b)     
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Bereits andere Autoren beobachteten Membranrezeptoren für Steroide (Schumacher 1990, 
Thomas 2012): Der G-Protein-gekoppelte GPR30 für Östrogene (Cherian et al. 2014), eine 
Variante des Östrogenrezeptors ERα (Li et al. 2003), Androgenrezeptoren (Lutz et al. 
2003) und der Progestagenrezeptor mPR  (Thomas 2012) wurden bei verschiedenen 
Spezies an der Membran gefunden. Die schnellen Antwortmechanismen könnten z. B. an 
G-Proteine gekoppelt sein, die enzymatisch die Konzentration von second messengern 
erhöhen, die wiederum Proteinkinasen aktivieren und eine Phosphorylierung und Öffnung 
von Ionenkanälen bewirken.   
Die Mechanismen der membranständigen Steroidrezeptoren im VNO müssen noch 
genauer untersucht werden. Sicher ist nach diesen Untersuchungen, dass die schnellen 
Mechanismen im SE an den dendritischen Vorwölbungen unter Beteiligung der Mikrovilli 
ablaufen und ein VDRm in dieser Region existiert.  
In einigen Zellen wurde OMP kolokalisiert mit DBP beobachtet (Rodewald et al. 2016, 
Rodewald et al. 2017a). Vermutlich handelt es sich um dieselben Zellen, die auch VDR-
positiv waren. In früheren Studien wurde auch SHBG (Ploss et al. 2014b) und CBG (Dolz 
et al. 2013) in einigen Zellen des NSEs nachgewiesen. Das Auftreten der Steroid-
Bindungsglobuline könnte die diskutierte sekretorische Funktion des NSEs erklären. So 
würden die Bindeglobuline in das Lumen sezerniert werden. Das Auftreten des VDRs im 
NSE deutet darüber hinaus darauf hin, dass das NSE auch an der Aufnahme von Steroiden 
beteiligt sein kann. Außerdem ist das Auftreten von OMP, welches besonders in 
olfaktorischen Sinneszellen vorkommt, ein Hinweis, dass es sich bei diesen Zellen um 
sekundäre Sinneszellen handelt. Einige dieser Zellen im NSE besitzen zudem 
Eigenschaften typischer sekundärer Sinneszellen – sie tragen z. T. apikale Mikrovilli und 
haben auf der basalen Seite eine Verbindung zu Neuronen. Das VDR kommt im NSE 
besonders an den Mikrovilli bzw. Zilien vor, aber auch auf der basalen Seite in den 
Axonen direkt unter den VDR- und DBP-positiven Zellen. Die Kolokalisation mit DBP ist 
im Zytosol beobachtbar. Möglicherweise handelt es sich bei dem apikalen VDR ebenfalls 
um VDRm und bei dem zytosolischen um VDRn. Das zytosolische DBP könnte Vitamin 
D-Derivate zu den Axonen transportieren, wo es anschließend aufgenommen und als 
Neurosteroid zum limbischen System weiter transportiert werden könnte.  
Ein geschlechtsspezifischer Unterschied wurde nicht beobachtet. Welche Steroidderivate 
bei der Aufnahme im VNO eine Rolle spielen, soll in weiteren Verhaltenstests geklärt 
werden. Meine morphologischen Untersuchungen bestätigen die große Bedeutung von 
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Steroid-Bindeglobulinen und -Rezeptoren im VNO. So spielen nicht nur Sexualsteroide 
eine Rolle im VNO, sondern auch Vitamin D-Derivate.  
6.4 Die verhaltensbiologische Bedeutung von Vitamin D bei Säugetieren 
Auf der Basis meiner Veröffentlichungen über die Verteilung von OMP, DBP und VDR 
im VNO der Ratte und der Studie über die verhaltensbiologische Bedeutung von Vitamin 
D bei der iberischen Gebirgseidechse, stellt sich die Frage, ob einige Vitamin D-Derivate 
auch bei Säugetieren eine verhaltensbiologische Bedeutung haben. Bei der Detektion 
steroidaler Pheromone übernimmt vermutlich nicht nur das SE, sondern auch das NSE 
Funktionen. Martin und Lopez argumentieren in ihrer Studie (Martin und Lopez 2006), 
dass Calcitriol die Mobilisierung der T-Zellen und die Bildung und Reifung von 
Makrophagen anregt und damit eine wichtige Funktion im Immunsystem hat (de Abreu et 
al. 2009, Baeke et al. 2010, Kamen und Tangpricha 2010). Damit signalisiert es, wenn es 
zur intraspezifischen Kommunikation genutzt wird, dem anderen Individuum ein gutes 
Immunsystem und damit eine gute Gesundheit, was den Wert als Fortpflanzungspartner 
steigert.  
Nach meinen morphologischen Studien führte ich olfaktorische Tests mit Hunden und 
Wölfen durch. Die ersten Tests mit Hunden orientierten sich an dem Versuchsaufbau von 
Concha et al. (Concha et al. 2014). Den Hunden (n = 6) (Tab. 4) wurden in zufälliger 
Reihenfolge vier Konzentrationen von Cholecalciferol zwischen 1:1.000 (2,6 x 10
-3
 mol/l) 
und 1:1 Mio (2,6 x 10
-6
 mol/l), gelöst in leichtem Mineralöl angeboten.  
Tab. 4: Auflistung der Versuchstiere, die an den olfaktorischen Tests mit Cholecalciferol in Lincoln, UK, 
teilnahmen. 
Rasse 
 
Geschlecht Geburts-
datum/-jahr 
Fortpflanzungs-
fähigkeit  
Testzeitraum 
Canis lupus familiaris     
Jack Russel Terrier Männchen 08.06.2012 Kastration 
(März 2016) 
 Oktober 2016 
Jack Russel Terrier Männchen 29.10.2009 Kastration  Oktober 2016 
Border Terrier Männchen Anfang 2012 Kastration  Oktober 2016 
Labrador Männchen 29.12.2005 Kastration  Oktober 2016 
Boxer-Labrador-Mix Weibchen 2005 Kastration  Oktober 2016 
Malinois Weibchen August 2009 Kastration  Oktober 2016 
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Dabei wurde jede Konzentration mit einer Kontrolle (die nur aus dem Mineralöl bestand) 
gepaart. Zwischen den Durchgängen wurden Pausen gemacht, um Kreuz- und 
Kurzzeithabituation zu vermeiden (Rodewald et al. 2017b). Der Versuchsaufbau zielt 
zunächst darauf ab, zu klären, ob Vitamin D-Derivate, speziell Cholecalciferol, für 
Säugetiere überhaupt wahrnehmbar sind.  
Es konnte beobachtet werden, dass Hunde in den meisten Fällen längere Zeit an den 
Cholecalciferolproben rochen als an den Kontrollen. Dabei stieg die Riechdauer mit 
sinkender Konzentration an. Diese Beobachtungen beziehen sich allerdings nur auf adulte 
Tiere, die noch nicht das Alter von 10 Jahren erreicht bzw. überschritten hatten. Bei älteren 
Hunden unterschieden sich die Riechzeiten an den Cholecalciferolproben nicht von denen 
an den Kontrollen (unabhängig von der Konzentration). Wahrscheinlich nehmen ältere 
Hunde das Cholecalciferol nasal nicht mehr in derselben Weise wie jüngere Hunde wahr. 
So ist z. B. von Ratten bekannt, dass die Proliferationsrate des VNOs mit zunehmenden 
Alter sinkt (Weiler et al. 1999), damit sinkt auch die Funktionsfähigkeit. Außerdem konnte 
gezeigt werden, dass die Regenerationsfähigkeit des olfaktorischen Epithels bei Hunden ab 
14 Jahren nachlässt (Hirai et al. 1996). Das Epithel erscheint atrophiert und die Anzahl der 
Sinneszellen ist deutlich kleiner als bei jüngeren Hunden. Die ältesten Hunde in diesem 
Versuch waren zum Versuchszeitpunkt zwischen 10 und 11 Jahre alt. Die Degeneration 
der Epithelien ist ein fortlaufender Prozess, der vermutlich bereits früher beginnt und 
abhängig von der generellen Lebenserwartung der jeweiligen Art bzw. Rasse ist. Es ist 
möglich, dass dieser Effekt auch in diesen Tests bei den älteren Hunden eine Rolle spielt 
und zu den generell geringen Riechzeiten an allen Proben führte. Bei einem der 
männlichen Hunde (10 Jahre) gab es keinen Unterschied zwischen den Riechzeiten an den 
Kontrollen und den Cholecalciferolproben. Habituationen sind als Erklärung dieses Effekts 
unwahrscheinlich, da es zwischen den einzelnen Tests Pausen gab, um eine Gewöhnung zu 
verhindern. Außerdem konnte diese Reaktion bei den anderen Hunden so nicht beobachtet 
werden. Vermutlich ist die verminderte Regenerationsfähigkeit ursächlich dafür, dass die 
Bedeutung von Sexualpheromonen mit steigendem Alter nachlässt.  
Grundsätzlich wurde an den Cholecalciferolproben kein Flehmen beobachtet. Flehmen 
kann bei allgemeiner Erregung oder nach der Aufnahme von Gerüchen, die u. a. als 
Pheromone wirken können (z. B. über Urinproben oder direkten Kontakt zur Genitalregion 
anderer Individuen), ausgelöst werden und spielt eine Rolle beim Sexualverhalten 
(Ladewig et al. 1980, Hart und Leedy 1987). Vermutlich hat Vitamin D generell erst im 
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Kontext mit anderen Pheromonen eine Bedeutung für die chemische Kommunikation und 
löste in diesen Versuchen daher kein Flehmen aus. 
In weiteren Versuchen testete ich unterschiedliche Konzentrationen des Provitamins D an 
Hunden verschiedener Rassen und Timberwölfen (Canis lupus lycaon). Bei den Tests mit 
den Hunden hielt sich eine beobachtende Person im selben Versuchsraum auf. Es kann 
nicht ausgeschlossen werden, dass diese Person ungewollt Einfluss auf den Versuch nahm. 
An diesem Versuch nahmen unterschiedliche Rassen teil. Eventuell gibt es 
rassenspezifische Unterschiede bei der Wahrnehmung von Steroiden. So ist es möglich, 
dass bei Hunden mit brachycephalen Kopfformen das olfaktorische System bzw. das VNO 
nicht vergleichbar funktioniert oder ausgebildet ist, wie bei Hunden mit der ursprünglichen 
langnasigen Kopfform. Einer neueren Studie zufolge sind Hunde mit brachycephaler 
Kopfform wie der Mops in der Lage, Gerüche genauso gut oder teilweise sogar besser zu 
differenzieren wie Hunde mit langnasiger Kopfform (Hall et al. 2015). Eine andere 
aktuelle Studie publizierte Gegenteiliges – die kurznasigen Kopfformen hätten einen 
negativen Einfluss auf die Riechfähigkeit (Polgar et al. 2016). Solche Defizite könnten 
auch das VNO betreffen. Daher wurden weitere Tests mit Timberwölfen durchgeführt, um 
rassespezifische Unterschiede auszuschließen. Während der Versuche mit den Wölfen hielt 
sich keine Person im Testraum auf.  
Die Unterschiede zwischen den Riechzeiten an den Provitamin D-Proben und an den 
Ethanolkontrollen sind in dieser Vorstudie nicht signifikant, jedoch konnten insgesamt 
Tendenzen beobachtet werden. An den Provitamin D-Konzentrationen 1:1.000 und 
1.100.000 konnten bei den Wolfsmännchen längere Riechzeiten im Vergleich zur 
Kontrolle beobachtet werden als bei den Wolfsweibchen. Wolfsweibchen hingegen zeigen 
längere Riechzeiten an der Konzentration 1:1.000 und an 1:10.000. Wohingegen die 
Hündinnen deutlich länger an der Provitamin D-Konzentration 1:100.000 rochen. Rüden 
zeigen deutlich längere Riechzeiten an der geringsten Konzentration von 1:1Mio. Bei den 
Wölfen wird Provitamin D in hohen und sehr niedrigen Konzentrationen von den 
Männchen wahrgenommen. Die Rüden zeigten bei der geringsten Konzentration ebenfalls 
deutlich höhere Riechdauern, ähnlich wie bei den Versuchen mit Cholecalciferol. 
Zukünftige Untersuchungen sollen klären, ob tatsächlich eher von den Weibchen auch 
Vitamin D ausgeschieden wird – denn die Ergebnisse der Vorstudie deuten darauf hin, dass 
besonders die Männchen an den geringsten Provitamin D-Proben riechen. Martin und 
Lopez (Martin und Lopez 2006) zeigten ebenfalls, dass iberische Gebirgseidechsen in der 
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Lage sind, sehr geringe Konzentrationen zu detektieren, wobei in diesem Fall die 
Weibchen den erhöhten Vitamin D-Gehalt der Sekrete der Männchen detektierten. In 
meinen Vortests konnte ich zeigen, dass womöglich auch Säugetiere, hier aber 
insbesondere die Männchen dazu in der Lage sind.  
Grundsätzlich werden Pheromone beispielsweise über Urin oder Sekrete von Geschlechts-
drüsen in sehr geringen Konzentrationen ausgeschieden. Daher sind besonders die 
geringsten Konzentrationen auch biologisch relevanter. Falls Vitamin D-Derivate bei der 
sozialen Kommunikation eine Rolle spielen, ist es auch in diesem Fall nahe liegend, dass 
besonders die kleinsten Konzentrationen für das Tier interessant sind.  
Die Männchen beider Arten hatten in den meisten Fällen ihren ersten Kontakt an den 
Provitamin D-behandelten Holzblöcken und nicht an den Kontrollblöcken: die 
Wolfsmännchen in 69,2 % der Fälle (im Vergleich dazu nur bei 44,4 % der 
Wolfsweibchen) und die Rüden in 72,7 % der Fälle (die Hündinnen nur in 12,5 %). 
Möglicherweise wurde das Provitamin D von den männlichen Tieren bereits vor direktem 
Kontakt wahrgenommen. Dies führte möglicherweise dann zum direkten Kontakt mit den 
mit Provitamin D behandelten Blöcken. Vitamin D als lipophile Substanz ist nur schwach 
volatil (Heudi et al. 2004), daher werden vermutlich nur geringste Konzentrationen 
aerosolisch wahrgenommen, bevor der direkte Kontakt zum Holzblock besteht. Meine 
morphologischen Ergebnisse zeigen, dass die vomeronasalen Drüsen DBP-haltig sind – 
durch die Ausschüttung von DBP in das vomeronasale Lumen könnten einige der Vitamin 
D-Derivate vermutlich auch ohne direkten Kontakt zur Probe aufgenommen, stabilisiert 
und zu den Sinneszellen des VNOs transportiert werden.     
Ob die Tiere den Geruch von Provitamin D interessanter finden, kann nicht allein aus den 
Riechzeiten ermittelt werden. Flehmen, oder vermehrtes Speicheln oder Lecken wurde 
auch hier nicht deutlich gezeigt. Dennoch konnte in den ersten Vorstudien die Tendenz 
beobachtet werden, dass Vitamin D-Derivate über das olfaktorische System 
wahrgenommen werden können. Außerdem konnte ich zeigen, dass die Männchen beider 
Arten in der Lage sind, geringste Konzentrationen von Provitamin D bzw. Cholecalciferol 
wahrzunehmen. In der Provitamin D-Studie suchten die Männchen beider Arten in den 
meisten Fällen zuerst die Provitamin D-Proben auf – die Wahrnehmung könnte bereits vor 
direkten Kontakt stattfinden. Trotz der geringen Volatilität reichen vermutlich geringste 
Spuren für die Wahrnehmung aus. Eine weiterführende Studie könnte Aufschluss darüber 
geben, ob es signifikante geschlechtsabhängige Unterschiede in der Vitamin D-
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Wahrnehmung gibt, ob verschiedene Vitamin D-Derivate unterschiedliche 
Verhaltensreaktionen auslösen und wie Vitamin D im Kontext mit anderen Steroiden auf 
das Verhalten von Säugetieren wirkt.   
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7 Schlussfolgerungen 
In dieser interdisziplinären Arbeit wurde zum einen morphologisch untersucht, ob und wo 
genau im Vomeronasalorgan von Ratten und Mäusen der Vitamin D-Rezeptor und das 
Vitamin D-bindende Protein lokalisiert sind und zum anderen verhaltensbiologisch 
getestet, ob Vitamin D-Derivate olfaktorisch wahrgenommen werden können. In einer 
weiteren Studie beschäftigte ich mich damit, wo genau im Vomeronasalorgan das 
olfaktorische Markerprotein exprimiert wird. In dieser Arbeit konnten wesentliche 
Erkenntnisse gewonnen werden: 1. Das nicht-sensorische Epithel des Vomeronasalorgans 
ist positiv für das olfaktorische Markerprotein und besitzt möglicherweise sensorische 
Funktionen. 2. Das Vomeronasalorgan ist ein Vitamin D-Zielorgan. 3. Im 
Vomeronasalorgan existiert ein membranassoziierter Vitamin D-Rezeptor. 4. Säugetiere 
können wahrscheinlich Vitamin D olfaktorisch wahrnehmen. 
Das nicht-sensorische Epithel hat nach bisherigen Angaben keine spezifischen Funktionen. 
Meine immunhistochemischen Untersuchungen zeigten das Vorkommen des 
olfaktorischen Markerproteins nicht nur im sensorischen Epithel, sondern auch im nicht-
sensorischen Epithel des Vomeronasalorgans. Außerdem demonstrierte ich im nicht-
sensorischen Epithel das Vorkommen des Vitamin D-bindenden Proteins und des Vitamin 
D-Rezeptors. Unterhalb einiger Zellen befinden sich zudem Axone. In vorherigen Studien 
anderer Autoren konnten bereits andere Steroidbindeproteine im nicht-sensorischen Epithel 
nachgewiesen werden. Diese und ebenso meine Ergebnisse weisen darauf hin, dass auch 
das nicht-sensorische Epithel, im Gegensatz zu dem bisher Angenommenen, ebenfalls an 
der Detektion von Molekülen, insbesondere von Steroiden, beteiligt ist.  
Über immunhistochemische Untersuchungen konnten das Vitamin D-bindende Protein und 
der Vitamin D-Rezeptor im Vomeronasalorgan von Ratten und Mäusen in beiden 
Epithelien lokalisiert werden. Sowohl der Vitamin D-Rezeptor als auch das Vitamin D-
bindende Protein werden außerdem im Vomeronasalorgan der Ratte intrinsisch exprimiert. 
Es können zwei Typen des Vitamin D-Rezeptors unterschieden werden: der bereits 
beschriebene klassische Vitamin D-Rezeptor und ein membranassoziierter Vitamin D-
Rezeptor. Aus meinen Ergebnissen konnte ich ein Schema der möglichen molekularen 
Wirkungsmechanismen am Vomeronasalorgan entwickeln. Der membranassoziierte 
Vitamin D-Rezeptor befindet sich an den dendritischen Vorwölbungen und Mikrovilli der 
Neurone des sensorischen Epithels und den Zilien einzelner Zellen im nicht-sensorischen 
Epithel.  
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Daher spielt er vermutlich eine Rolle bei einer schnellen nicht-genomischen Antwort auf 
Vitamin D. Die genomische Antwort im Kern wird über den klassischen Vitamin D-
Rezeptor vermittelt. Das Vitamin D-bindende Protein wird dabei nicht nur im nicht-
sensorischen und sensorischen Epithel exprimiert, sondern auch in den vomeronasalen 
Drüsen. Von hier kann es in das Lumen sezerniert werden, wo es die lipophilen Vitamin 
D-Derivate bindet und sie in dem hydrophilen Milieu stabilisiert und transportiert. Das 
Vitamin D-bindende Protein ist auf diese Weise vermutlich ebenfalls an der schnellen 
nicht-genomischen Verhaltensantwort auf Vitamin D beteiligt.  
Die Ergebnisse sprechen dafür, dass Vitamin D-Derivate im Vomeronasalorgan 
wahrgenommen werden können. Bereits von anderen Autoren wurde eine Funktion als 
Pheromon bei Echsen vermutet. Meine Ergebnisse zeigten, dass bei den untersuchten 
Säugetierarten die morphologischen Grundlagen für die Detektion von Vitamin D über das 
Vomeronasalorgan gegeben sind. In meinen verhaltensbiologischen Tests konnte ich 
außerdem beobachten, dass Hunde und Wölfe Vitamin D-Derivate olfaktorisch 
wahrnehmen. Damit ist es möglich, dass Vitamin D-Derivate eine Rolle bei der 
chemischen Kommunikation spielen.  
In zukünftigen verhaltensbiologischen Tests sollen verschiedene Vitamin D-Derivate auch 
gegenüber Geruchsstoffen und bekannten steroidalen Pheromonen getestet werden. 
Weiterhin wird in einer Folgestudie getestet, ob in Drüsensekreten, Urinproben und auch 
menschlichen Schweißproben Vitamin D-Derivate ausgeschieden werden. Der Mensch 
besitzt zumindest ein vomeronasales Epithel (Garcia-Velasco und Mondragon 1991, 
Drenckhahn und Benninghoff 2004). So könnte Vitamin D an therapeutischer Bedeutung 
gewinnen. Ein Vitamin D-Mangel kann bei saisonalen Verstimmungen (Lansdowne und 
Provost 1998), z. T. auch bei Depressionen (Berk et al. 2007) und nach neueren Studien 
auch bei Stress generell (Al-Dujaili et al. 2016) eine Rolle spielen. Die nasale Applikation 
wäre ein effektiver Ansatz, das Gehirn und besonders das limbische System unter 
Umgehung der Blut-Hirn-Schranke schnell zu erreichen.  
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